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(Aus der mikrobiologisch -chemischen Abteilung der Biologischen Reichs - 
anstatt für Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem.) 

Über die Wirkung von Molybdän- and V anadiumdiingangen 
anf Azotobacter-Zabl und Stickstoffbindnng in Erde. 

Von I 

H. Borteis. 

Mit 4 Textabbildungen. 

(Emgegangen am 13. November 1936 .) 

In der ersten kurzen Mitteilung über die Bedeutung des Molybdäns 
(Hortete, 1930) wurde darauf hingewiesen, daß aus dem Verhalten ver- 
schiedener Böden sowie wässeriger Auszüge derselben und Lösungen von deren 
Asche geschlossen werden müsse, daß Azotobacter- Gehalt und Fruchtbarkeit 
eines Bodens abhängig sind von seinem Molylxlängehalt . Auf Grund spaterer 
Feststellungen ( Hortete , 1933) war auch das Vanadium in den Kreis dieser 
Betrachtungen mit einzubeziehen. Diese Vermutungen erhielten dann ihre 
Bestätigung durch die zahlreichen Analysen von Ter Meuten (1931, 1932) 
sowie Konisln und Tsuge (1933, 1934). Ter Me ule ns Molybdänanalysen 
verschiedener Boden sollen hier wiedergegeben werden, weil sie im Zu- 
sammenhang mit den folgenden Ausführungen von besonderer Bedeutung 
sind. 

Tabelle 1. Mo-Analysen nach Ter Meulen. 


Herkunft des Bodens 

Berg in der Schweiz (Schiefer) 
Petersberg a. 11h. (Basalt) . . 
Wald bei Maria Laacli (Tuff- 
stein) 

Gartenerde aus Delft (sehr 

fruchtbar 

Feld bei Soest (Utrecht) . . 


mg Mo 
pro kg 

0,22 

0,19 


0,15 

0,13 

0,10 


Herkunft des Bodens ^ 

Feld bei Rümpen (Limburg) I 0,035 
Tannenwald b. Rümpen (Sand) I 0,01 
Sand bei Rümpen (ohne Vege- ( 

tatinn) 0,005 

Wanderdünen |, 0,001 

Fluiisand , 0,0005 

Marne bei Limburg . . . . [ 0 


Hieraus geht hervor, daß gewöhnliche Ackererde schon einen gewissen 
Molybdanmangel gegenüber einigen Urgesteinen aufweisen kann. Die von 
manchen Praktikern empfohlene zusätzliche Düngung mit Gesteinsmehl 
wiirde m diesen Zahlen eine wissenschaftliche Begründung finden. Über 
die Hätifigkeit des Vanadiums m Eruptiv- und Sedimentgesteinen unter- 
richten feiner Hevesy , Alexander und Wustlin (1930) sowie Jost (1932). 
Stark angereichert sind Molybdän und Vanadium auch m Steinkohlen, 
Molybdän z. B. im Ruß 1 (Goldschmidt und Peters, 1933, Goldschmidt , 1934). 
In eigenen Untersuchungen wurde gefunden, daß u. a. geringe Mengen Asche 


1 Wegen der Anreicherung des Molybdäns im Ruß sind Goldschmidt 
und Peters der Meinung, daß die von Ter Meulen (1931) mit seiner Ver- 
aschungsmethode gefundenen Werte im Vergleich zum tatsächlichen 
Molybdangelialt der analysierten Substanzen zu niedrig liegen. 
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des in der Landwirtschaft als Düngemittel sehr beliebten Zucketrüben- 
schlemmkalkft das für die Stickstoffbindung durch Azotobacter notwendige 
Molybdän oder Vanadium völlig ersetzen können. Der Schlemmkalk muß 
also Molybdän und vielleicht auch Vanadium enthalten. Für gegebenenfalls 
in größerem Umfange notwendig werdende Düngungen mit diesen Elementen 
würden sich wahrscheinlich noch viele andere und vielleicht auch geeignetere 
Rohstoffe auffinden lassen. 

Eine praktisch wichtige Schlußfolgerung aus diesen Analysen und den 
Beobachtungen über Azotobacter ist zunächst die, daß sich die Azotobacter - 
Zellen eines Bodens nach Zugabe von Wasser, den Nährsalzen Dikalium- 
phosphat, Magnesiumsulfat, Calciumcarbonat und Eisensulfat und einer 
Kohlenstoffquelle nur dann kräftig vermehren können, wenn entweder der 
Boden oder die zugefügte Nährlösung genügende Mengen Molybdän oder 
Vanadium enthalten. Diese Erfahrung hat inzwischen van Niel (1935) mit 
einem amerikanischen Boden machen müssen, der sich bei Verimpfung in 
molybdänfreie Nährlösung so verhielt, als enthielte er überhaupt keinen 
Azotobacter. Wuide der Nährlösung aber Molybdänsalz zugefügt, dann ließ 
sich Azotobacter auch aus diesem Boden sehr gut anreichem. Mit der Wino- 
gradsky sehen Erdplattenmethode ( Keller , 1934) sowie mittels chemischer 
Analyse konnte der Molybdanmangel in dieser Erde ebenfalls nachgewiesen 
werden 1 . 

Damit ist allgemein die Möglichkeit gegeben, die bislang unerklär- 
liche Beobachtung, daß manche Böden von neutraler Reaktion und mit 
ausreichendem Voriat an Phosphor, Kalium und Calcium scheinbar 
keinen Azotobacter enthalten (Stapp und Buschmann, 1924), auf Molybdan- 
mangel zurückzuführen. Früher ( Borteis , 1930) wurde bereits auf diese 
Möglichkeit hingewiesen und auch betont, daß künftig bei Anwendung 
der Azotobacter -Methode zur Bestimmung des Nährstoff bedarf s eines 
Bodens Molybdän unbedingt Berücksichtigung finden muß, was jetzt 
natürlich ebenso für Vanadium und in gewisser Hinsicht auch für 
Wolfram gilt. 

Immerhin könnte nach den Versuch sei gebnissen van Nid s noch 
der Einwand erhoben werden, daß es sich bei dem von diesem Autor 
untersuchten sehr sandigen Boden um einen Sonderfall handelt. Diese 
Annahme trifft jedoch nicht zu. Es scheint vielmehr, als seien Molydan- 
und Vanadiummangel in unseren Kulturboden weiter verbreitet als all- 
gemein angenommen wird. Denn Molybdän und Vanadium gehören 
zu den Elementen, die in unserer intensiv betriebenen Landwirtschaft 

1 Die Möglichkeiten, die Wenzl (1934) zu scheinbar anderen Ergebnissen 
und anderen Anschauungen über die Bedeutung des Molybdäns führen 
konnten, wurden bereits von van Niel (1935) erläutert. Hier sei nur noch 
hinzugefügt, daß allein schon die Berücksichtigung des Vanadiums und 
Wolframs neben Molybdän zur Klärung der scheinbaren Widersprüche 
genügt ( BorteU 9 1936). Denn wenn auch der Molybdängehalt der von 
Wenzl zur Impfung benutzten kleinen Mengen fruchtbaren Bodens zur 
Schaffung optimaler Kulturbedingimgen vielleicht nicht ausreicht, so doch 
wahrscheinlich der Gehalt an Vanadium und Wolfram neben Molybdän. 
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bei der Düngung bisher vollständig vernachlässigt worden sind ( Borteis , 
1934). Diese Anschauung wird durch die folgenden Versuche gestutzt, 
die an lehmig-sandigen Ackerböden des Versuchsfeldes der Biologischen 
Reichsanstalt und an einer vornehmlich aus Erde dieses Feldes sowie 
Laub und Unkräutern hergestellten Komposterde in Berlin- Dahlem 
ausgeführt wurden. 


Zu 100 ccm eines von 10 g dieser Komposterde mit 200 ccm Leitungs- 
wasser kalt gewonnenen Auszuges wurden zugegeben 2 g Mannit, 0,1 g 
K 2 HP0 4 , 0,1g CaCO t und 0,05g MgS0 4 .7H 2 0. Die Hälfte dieser 
Nährlösung erhielt einen Zusatz von 0,0005% Na^Mo0 4 . Jeweils 25 ccm 
dieser beiden Losungen wurden m 
300 ccm fassenden Erlenmeyer- 
Kolben im Februar 1930 6 Tage 
lang bei 29° V auf bewahrt. Dann 
wurden die mit Azotobacter- Roh- 
kultur bewachsenen Losungen mit 
Salzsäure gekocht und m gleich 
gioßen Rohrehen Sediment leit 1 . 

In Abb 1 ist deutlich zu er- 
kennen, daß nur m der Nähr- 
lösung mit Molybdat eine starke 
A zotobacter - Entwicklung st att - 
gef unden hat 2 . Die Komposterde 
zeigte also deutlichen Mol>bdan- 
mangel. Denn allgemein genügen 
5 g eines wirklich fiuchtbaien 
Bodens, um in 1 00 ccm Nahr- 



Konti Mo 

Abb 1 Beschickung nn lext 


losung stärkstes Azotobactu -Wachstum heivorzuiufen, das durch Zusatz 
von Molybdansalz nicht weiter gesteigert werden kann. Außerdem be- 
weisen spater noch zu erwähnende Versuche ebenfalls, daß der Molybdan- 
gehalt der hier untersuchten Komposterde für Azotobacter unzu- 
reichend ist. 


Eine gute Schnellmethode zur Beantwortung der Frage, ob ein 
Boden molybdanbedui ftig ist oder nicht, scheint die Erdplattenmethode 
von Wmogradsky zu sein ( Kdler , 1934), woiauf v an Niel schon hin- 
gewiesen hat. Sie ist einfach, billig und zuverlässig und kam deshalb 
auch hier zur Anwendung (Tabelle II und III). 


Je 50 g Erde des hiesigen Versuchsfeldes mit 2,5 g löslicher Starke, 
0,5 g CaCO*, 0,01 g K 2 H P0 4 , 0,005 g MgS0 4 . 7 H 2 0 und Wasser bis etwa 
00% der Kapazität des Bodens wurden m gewöhnliche Pein - Schalen von 
9cm Durchmessei eingedruckt; die Oberfläche wurde dann mit ange- 
feuchtetem Spatel geglättet. 


1 Genaue Beschreibung des Verfahrens bei Borteis (1936). — 2 Die 

dunkel gefaibten Teile der Sedimente sind ausgefallte Huminsäuren. 

1 * 
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Tabelle II. Azotobacter auf Erdplatten mit Erde von einer Fläche 
mit Leguminosendaueranbau 1 . 

4. bis 7. Mai 1935. 


Boden 

mm Durchmesser 

der einzelnen Kolonien 

im Mittel 

Ohne Zusatz 

+ 0,0005% Nag Mo 0 4 .... 

3 5 4 4 7 

9 10 9 10 12 

4,6 

10,0 


Tabelle III. Azotobacter auf Erdplatten mit Erde von einer Fläche 
mit geregelter Fruchtfolge. 

7. bis 12. Februar 1936. 






mm Durchmesser 



Boden 

Platten 






im Mittel 

im Mittel 




der einzelnen Kolonien 


einer 

aller 


Nr. 






Platte 

Platten 


1 

3,5 

3,5 3,5 3,5 

3,5 

3,5 

3,5 





4,5 

4,5 1,0 

3,35 


Ohne Zusatz 

2 

5,0 

5,5 3,5 5,0 

4,0 

7,0 

7,0 

5,29 

4,34 


3 

4,0 

5,0 6,5 1,5 

6,0 

3,5 

9,0 

1 




3,0 

3,0 3,0 3,0 

5,0 

4,38 



1 

4,0 

3,5 4,5 2,5 

7,5 

7,5 

5,5 


: 

: 

+ 0,0002% 


3,5 

3,5 4,5 5,0 

5,0 

6,0 

2,5 

1 4,64 


NaVO, 

2 

8,0 

5,5 6,5 6,0 

4,5 

4,6 


5,83 

5,24 


3 

i 

i 

Platte zerbrochen 

1 

1 

: 

i ^ i 



1 

5,0 

5,0 5,0 7,0 

5,5 



5,50 

1 

+ 0,01 % 
Na 2 Mo0 4 

2 

9,5 

7,0 7,0 7,5 

8,5 

6,0 

11,5 

1 

I 


5,0 

5,0 7,5 7,5 

11,0 

11,5 

| 8,04 

, 7,01 


3 

8,0 

8,0 6,5 6,0 

6,0 

6,0 

5,0 j 





10,0 

12,0 


7,50 



Es ergibt sich demnach, daß sich die auf der Erde anwachsenden 
Azotobacter -K.olonien kräftiger entwickeln können, wenn dem Boden 
zu Beginn des Versuchs eine optimale 1 2 Menge Molybdän- oder Vanadium- 
salz zugesetzt wird, sofern der Gehalt der Erde an diesen Elementen 
ungenügend ist. Aus Tabelle III ist ferner zu entnehmen, daß auch in 
Erde die fördernde Wirkung des Molybdäns offenbar stärker ist als die 
des Vanadiums. Bei etwas größerem A zotobacter - Gehalt der unter- 

1 Auf der Fläche, die seit 6 Jahren keinen organischen Dünger be- 

kommen hatte, waren seit 3 Jahren nur Leguminosen angebaut worden. 
— 2 Die Mengen wurden so bemessen, daß auf Grund der an Hand von 
Nährlösungsversuchen {Bortels, 1936) gemachten Erfahrungen und unter 
Berücksichtigung der Sorptionskraft des Bodens angenommen werden muß, 
daß die Konzentrationen im Optimalbereich liegen. 
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suchten Erde ist häufig infolge einer Zugabe von Molybdat oder Vanadat 
dennoch eine etwas üppigere Entwicklung auf den Platten festzustellen, 
obwohl hier die Einzelkolonien teilweise oder ganz zu zusammen- 
hängenden Decken miteinander verwachsen. Selbstverständlich müssen 
die Unterschiede zwischen den Kontrollplatten und den Mo- oder 
V-Platten am deutlichsten sein, wenn nur wenig A zotobacter-Kolonien 
zur Entwicklung kommen (Tabelle II). Denn eine kleine Anzahl von 
Kolonien deutet ja darauf hin, daß der Boden nur wenig Azotobacter 
enthält, also auch sein Molybdän- und Vanadiumgehalt höchstwahr- 
scheinlich weit unter dem Optimum liegt, so daß die Zugabe von Molybdat 
oder Vanadat hier eine größere Wirkung haben muß. 

Aus dieser Wirkung des Molybdäns und Vanadiums auf Azotobacter 
in Erde mußte notwendig eine weitere, ebenfalls praktisch wichtige 
Schlußfolgerung gezogen werden: Es stand zu erwarten, daß der 
Azotobacter - Gehalt eines molybdän- und vanadiumarmen Bodens durch 
Vanadiumdüngung und noch mehr durch Molybdändüngung erhöht 
würde. Um dies zu beweisen, wurden einige Böden mit der Erdplatten- 
methode untersucht unter Verwendung der bereits genannten Nähr- 
lösung, und zwar zunächst von den Versuchsfeldflächen mit Leguminosen- 
daueranbau, von denen einige mit Natriummolybdat und Natrium- 
vanadat gedüngt worden waren. Denn auf Grund des Untersuchungs- 
ergebnisses in Tabellen und des Verhaltens der Leguminosen selbst 
wurde angenommen, daß die Kontrollflächen infolge der mangelhaften 
Düngung und der fortgesetzten Leguminosenernten eindeutig Molybdän- 
mangel anzeigen würden. 

Die Molybdän- und Vanadiumdiingungsversuche auf diesen Böden 
laufen seit 1932 1 . In dieser Zeit wurden gegeben je qm 

1932: 0,25g Na 2 Mo0 4 , 0,25 g NaVO :j ; 

1933: 0,2 g Na 2 Mo0 4 (im Frühjahr); 

1933: 0,2 g Na 2 Mo0 4 (im Herbst); 

1934: 0,3 g Na 2 Mo0 4 (nur auf einem Teil der Mo-Flächen); 

1935: 0,5 g Na 2 Mo0 4 (nur auf einem Teil der Mo-Flächen). 

Wenn auch, abgesehen von dem ersten abgetrennten Versuch der 
Tabelle IV, die Anzahl der Kolonien auf der Erde mit Mo-V-Düngung 
wie ohne Mo-V-Düngung durchschnittlich sehr niedrig liegen, so ist 
doch eine Wirkung der Molybdän- und Vanadiumdüngungen im Sinne 
einer Erhöhung der Azotobacter -Zahl nicht zu verkennen. Die allgemein 
niedrigen Werte sind vielleicht mit der Annahme noch anderer, vor- 
läufig unbekannter schädigender Einflüsse, die von dem einseitigen 
Leguminosendaueranbau und der mangelhaften Düngung ausgehen, zu 
erklären. Der in Tabelle IV von den anderen Versuchen abgetrennte 

1 Über die Wirkung dieser Düngungen auf die Leguminosen selbst 
siehe die folgende Mitteilung, S. 13. 
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Tabelle IV. Azotobacter auf Erdplatten mit Erde von Flächen 
mit Leguminosendaueranbau. 


Datum 

Tempe- 

ratur 


Zahl der Kolonien 


- 

1 auf Kontrollerde 


auf Mo— V-Erde 

28. bis 28. VI. | 
1935 

26 

0 0 


sehr groß, sehr groß, 

nicht zählbar nicht zählbar 

29. IV. bis 2. V. , 
1985 

30 

1 

0 0 0 

1 

21 

27 sehr groß, 
nicht zählbar 

4. bis 7. V. 1985 1 

29 

0 0 0 0 

3 

4 6 8 

23. „ 27. 1. 1936 

25 

0 0 2 3 

10 

9 8 10 

31. 1. bis 4. II. 
1936 

25 

2 0 0 

i 

2 

3 2 


vom 23. bis 28. Juni 1935 ist insofern anders ausgeführt, als hier die 
Böden vom 5. bis 23. Juni zunächst mit der vollständigen Nährlösung, 
aber mit nur 1% Stärke in lockerer Schichtung aufbewahrt wurden. 
Erst dann wurden sie nach Zugabe von weiteren 5% Stärke und guter 
Durchmischung in der üblichen Weise festgeknetet. Inzwischen muß 
wohl auf Kosten der verabreichten Stärke in der mit Molybdat und 
Vanadat gedüngten Erde eine stärkere Vermehrung der ursprünglich nur 
ganz spärlich vorhandenen Azotobacter -Zellen stattgefunden haben. 

Wegen dieses ungewöhnlich geringen A zotobacter- Gehaltes auch der 
mit Molybdat gedüngten Parzellen schien es wünschenswert, die Unter- 
suchungen auf Boden von einer landwirtschaftlich einwandfrei genutzten 
Fläche auszudehnen. Dazu bot sich Gelegenheit, als 1934 ein seit 
2 Jahren nicht mit Stallmist gedüngter, aber sonst gut gepflegter Teil 
des hiesigen Versuchsfeldes in die Molybdändüngungsversuche zu 
Leguminosen einbezogen wurde (Tabelle V). 

Die Flache wurde in acht Parzellen zu je 64 qm aufgeteilt, von denen 
vier eine zusätzliche Düngung von 0,5 g Na 2 Mo0 4 je qm erhielten, die 1935 
wiederholt wurde. 


Tabelle V. Azotobacter auf Erdplatten mit Erde von einer Flache 
mit geregelter Fruchtfolge. 29° C. 






— — — 

! 

Datum j 

Parzellen- 

paar 


Zahl der Kolonien 


Nr. 

auf Kontrollerde 

auf Mo-Erde 

21. bis 27. XII. 1934 

1 

1 

15 

1 

30 

0 / 7 bzw. 2 / s der Platte 
dicht bewachsen 

29. XII. 1934 bis 2. 1. 
1985 

1 

30 40 

30 ] 

255 385 420 

4. bis 7. 1. 1935 

1 

300 

350 

655 685 


2 

480 

430 

600 720 


3 , 

150 

135 

720 615 


4 1 

565 

390 

615 565 
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Obwohl dieser Boden noch so unverbraucht ist, daß eine Wirkung 
der Molybdändüngung auf die hier angebaute Luzerne nicht deutlich 
in Erscheinung trat, ist die Azotobacter-Zahl dennoch erhöht worden. 
Azotobacter ist also offenbar der Organismus, der schon auf geringsten 
Molybdänmangel im Boden reagiert. Das bestätigen u. a. auch Ver- 
suche mit der schon erwähnten Komposterde, die weder als besonders 
nährstoffreich noch als arm bezeichnet werden kann. 

Am 28. Februar 1935 wurde solche 3 Jahre alte Komposterde um- 
gestochen und mit Kalkmergel gemischt. Aus dieser Mischling wurden 



Mo Kontr 

Abb 2 Beschieibung im Text. 

sechs Haufen angesetzt von 5 m unterer Lange, 1,80 m unterer Breite und 
0,90 m Hohe. Zwei dieser Haufen erhielten keine weiteren Zusatze, zwei 
wurden vor dem Ansetzen mit je 15 g NajMoOi vermengt und zwei er- 
hielten je eine Mischung von 15 gNa 2 Mo0 4 , 15 mgNaV OjUnd 10 gNa 2 W0 4 . 



Kontr. Mo, V. W. Mo. 

Abb. 3 Beschreibung im Text. 

Dann blieben diese Kompost häufen ohne jede weitere Behandlung bis zum 
23. November 1935 stehen. An diesem Tage wurde aus allen Haufen je eine 
gute Durchschnittsprobe der äußeren 20-cm- Schicht entnommen, die dann 
alle im Januar und Februar 1936 nach der beschriebenen Winogradsky sehen 
Plattenmethode untersucht wurden. Die Azotobacter-Z ahl erwies sich der 
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humusreichen Erde entsprechend auf allen Platten als zu groß, um eine 
Auszählung der Kolonien mit einiger Sicherheit zu ermöglichen. Aus jeder 
Serie gleicher Düngung eines Versuches, die in ihren Parallelen immer gut 
übereinstimmte, wurde aber jeweils eine Platte photographiert. Von den 
Böden ohne Zusatzdüngung und denen mit Molybdän wurden am 23. Januar 
1936 Platten angelegt, die bis zum 27. Januar bei 25° C aufbewahrt wurden, 
während die Böden aller drei Behandlungsarten in gleicher Weise vom 
31. Januar bis 4. Februar 1936 untersucht wurden. 

An den zur besseren Kenntlichmachung der schleimig glänzenden 
Kolonien schräg gestellten Platten ist die günstige Wirkung der 
Molybdändüngung deutlich zu erkennen, während die Düngung mit 
Molybdat, Vanadat und Wolframat den A zotobacter - Gehalt offenbar 
nicht in dem Umfange erhöht hat wie der Zusatz von Molybdat allein. 

Kurz erwähnt werden mag auch noch die Beobachtung, daß die 
Erdhaufen mit Molybdat einen üppigeren Bestand an Brennesseln 
trugen als die anderen, die nur mit Kalk gemischt waren. Ob diese 
Feststellung auf einen höheren Stickstoffgehalt der mit Molybdat be- 
handelten Erde hinweist, muß dahingestellt bleiben, weil entsprechende 
Analysen an diesem Boden nicht ausgeführt werden konnten. Jedenfalls 
ist die Möglichkeit durchaus gegeben. Denn, daß eine Molybdändüngung 
entsprechend der hierdurch bewirkten Erhöhung der Azotobacter - Zahl 
auch die Stickstoff bindung in der Erde fördert, ist anzunehmen. 

Jedoch konnte hierfür ein sehr deutlicher Beweis in Laboratoriums - 
versuchen noch nicht erbracht werden, weil bisher nur Böden des 
hiesigen Versuchsfeldes analysiert wurden, die offenbar noch so viel 
Molybdän oder Vanadium und Wolfram enthalten, daß ihre Stickstoff- 
bindung mit Glucose als Energiequelle durch Molybdän- oder Vanadium- 
düngung nicht wesentlich gesteigert werden kann (Tabelle VI). Es ist 
anzunehmen, daß die Wirkung einer Molybdän- oder Vanadium- 
düngung auf Azotobacter - Gehalt und Stickstoff bindung in Böden, die 
stärker an diesen Elementen verarmt sind, entsprechend deutlicher sein 
wird. 

Um die Größe der Stickstoff bindung zu ermitteln, wurde in der folgenden 
Weise verfahren: Der auf 1 mm gesiebte Boden erhielt 1 % Glucose, 0,5 % 
CaC0 3 , 0,1% K 2 HP0 4 und 0,05% MgS0 4 und wurde nach Zusatz der 
Differenzdüngungen und Anfeuchtung bis auf 60% der Wasserkapazität 
auf Steinguttellem (Koch, 1922) zu je 400 g trockenen Bodens bei 29° C in 
lockerer Schichtung feucht auf bewahrt. Die Differenzdüngungen be- 
standen aus 0,01 % Na2Mo0 4 bzw. 0,001 % NaV 0 3 . Bei länger andauernden 
Versuchen wurde die Glucosegabe wöchentlich wiederholt. Die Stickstoff - 
analysen wurden nach Förster ausgeführt, das Ammoniak jedoch in Borsäure 
auf gefangen und mit n/50 Schwefelsäure titriert. 

Abgesehen von der Förderung der Stickstoffbindung durch Molyb- 
dän und Vanadium wäre noch hervorzuheben, daß die Wirkung der 
Vanadium- und Molybdändüngungen in der weniger sandigen Boden 
mischung anscheinend etwas größer gewesen ist als in der mehr San 
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Tabelle VI. Einfluß einer Molybdän- bzw. Vanadiumdüngung auf 
den Stickstoffgehalt von Felderde im Laboratoriumsversuch. 


Boden- 

mischung 


8 Teile 
Erde 
+ 1 Teil 
Sand 

2 Teile 
Erde 
+ 1 leil 
Sand 


mg N in 4 g 


Versuchs- 

datum 

1936 

Krde 

vor Versuchs- 
beginn 

Kontrollerde 

| V-Erde 

Mo- Erde 

4.— 11. VIII. 


2,32 

2,35 

2,52 

2,86 

2,83 

2,86 

4.-25. VIII. 

— — 

3,53 

3,56 

3,58 

3,64 

3,61 

3,67 

5. — 10. IX. 

1,82 1,85 

2,35 

2,35 

2,35 

2,41 

2,41 

2,44 



2,35 

2,38 | 

2,44 

2,46 

2,44 

2,46 

10. IX. 

1,82 1,85 

2,63 

2,66 

2,66 

2,69 

2,74 

2,74 

bis 14. X. 


2,66 

2,66 

2,69 

2,72 

2,74 

2,77 


i 

2,< 

59 

- 

- 

1 2 ; 

77 


enthaltenden. Dieser zunächst unerwartete Einfluß der Beimischung 
größerer Sandmengen, die eine Verdünnung der ursprünglichen Molyb- 
dän- und Vanaiiumkonzentration des Bodens und damit eine Erhöhung 
der Molybdän- und Vanadium- Düngewirkung bezweckte, ist vielleicht 
mit dem verschiedentlich nachgewiesenen fördernden Einfluß von 
Bodenkolloiden auf Azotobacter zu erklären ( Rippel , 1936). Auch der 
Wetterfaktor kann hier eine ursächliche Rolle gespielt haben (Stapp 
und Borteis , 1936). 

Von Freilandversuchen konnten bis jetzt erst zwei Böden des 
hiesigen Versuchsfeldes hinsichtlich der Wirkung einer Molybdän- 
Vanadiumdüngung auf ihren Stickstoffgehalt untersucht werden. Der 
eine von diesen tiug seit 1932 bis zum Tage der Untersuchung im Früh- 
jahr 1935 Luzerne, wählend der andere von 1932 bis 1934 verschiedene 
einjährige Leguminosen getragen und dann, als diese nicht mehr wachsen 
wollten, von 1934 bis 1935 brach gelegen hatte Der Molybdän- Vanadium - 
Diingungsplan beider Flächen ist anderwä ts 1 gegeben. Es muß natürlich 
dahingestellt bleiben, wieviel von dem Stickstoffgehalt der Böden der 
stickstoffbmdendon Tätigkeit der Leguminosen-Knöllchenbakterien, und 
wieviel den frei im Boden lebenden Stickstoffbindern zu verdanken ist. 
Jedenfalls liegen die Werte für die mit Molybdat und Vanadat gedüngten 
Parzellen höher als für die Kontrollparzellen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. Einfluß einer Molybdän- Vanadium -Düngung auf den 
Stickstoffgehalt von Versuchsfeldboden. 


Feldbezeichnung 

' 

mg N in 3 g 

Kontrollerde 


Mo— V-Eide 

Brache 

Luzerne 

I 2,9 3,0 

3,0 2,8 

3,6 3,4 

3,3 3,3 


Siehe folgende Mitteilung, S. 20 u. 21. 
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Die fördernde Wirkung des Molybdäns und auch des Vanadiums 
und Wolframs auf die Mikroflora eines Bodens ist vielleicht am besten 
so zu erklären, daß zunächst besonders die Stickstoff bindenden Mikro- 
organismen einschließlich der Knöllchenbakterien in ihrer Tätigkeit 
angeregt werden, daß dann infolge der stärker fließenden Stickstoffquelle 
(Burk und Homer , 1936) die Algen und die höheren Klanzen stärker 
assimilieren und sich schneller vermehren bzw. stärker wachsen, wodurch 
wiederum die Kohlenstoffquelle ( Burgess , 1930) für die Stickstoff binder 
ergiebiger sein würde, so daß diese einen neuen starken Impuls be- 
kämen usf. Nebenher wird wahrscheinlich auch der im Boden in ge- 



Abb. 4. Beschreibung im Text. 


bundener Form vorliegende Stickstoff, vor allem Nitratstickstoff, von 
den stickstoffbindenden und vielleicht auch anderen niederen und 
höheren Klanzen infolge der Molybdändüngung intensiver assimiliert 
werden. Das wäre ein wirksamer Schutz vor Stickstoffverlusten durch 
Nitratauswaschung. Im Enderfolg müßte sich so die Molybdänwirkung 
durch Belebung der gesamten Bodenflora und -fauna in einer Ver- 
mehrung des Bodenhumus und einer Verbesserung der Bodengare 
äußern. 

Diese Vermutung bestätigte sich im Frühjahr 1935 an den soeben 
erwähnten Leguminosenfeldem nach der Brache. Die mit Molybdat 
und Vanadat gedüngten Parzellen waren deutlich dunkler gefärbt und 
von besserer Gare als die Kontrollparzellen. Im Vordergrund der Abb. 4 
liegt eine Kontrollparzelle vor einer mit Molybdat gedüngten, die beide 
durch einen Weg getrennt waren, der nach dem Umpflügen durch 
vier Stäbe markiert worden ist. Daß der Humusgehalt der dunkler ge- 
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färbten Parzelle tatsächlich größer gewesen ist als derjenige der Kontroll- 
parzelle, wird durch die beiden folgenden Beobachtungen noch wahr- 
scheinlicher. 

Der jeweils an 7 g Boden ermittelte Glühverlust von Proben beider 
Parzellen, die sich hinsichtlich Reaktion und Kalkgehalt nicht unter- 
schieden, betrug in % 

der Kontrollerde : 1 , 12 , 1 , 27 , 1 , 12 , 

der Mo-V-Erde: 1 , 33 , 1 , 31 , 1 , 32 . 

Ein guter Wertmesser für den Humuszustand und die Gare eines 
Bodens ist auch immer sein Bestand an Regenwürmern. Deshalb wurde 
im Frühjahr 1935 in der Mitte der beiden Parzellen von Abb. 4 gleich- 
zeitig je 1 qm 15 cm tief nach Regenwürmern genau durchsucht mit 
dem Ergebnis, daß in dem Boden ohne Molybdändüngung 11 und in 
dem mit Molybdändüngung 33 gefunden wurden. 

Der fördernde Einfluß des Molybdäns und vielleicht auch des 
Vanadiums auf die gesamte Lebewelt des Bodens, auf seinen Gare- 
zustand, ist also hier einmal besonders deutlich sichtbar geworden. Ob 
das allerdings unter den Verhältnissen, wie sie in der landwirtschaft- 
lichen Praxis gegeben sind, so deutlich sein wird, ist zumindest fraglich. 
Denn eine den Humus- und Stickstoffgehalt eines Bodens so günstig 
beeinflussende Frucht folge wie Leguminosenanbau mit nachfolgender 
Brache kommt bei intensiv betriebener Landwirtschaft nicht in Frage. 
Auch konnte bei allen in anderer Weise hier ausgeführten Versuchen 
niemals ein ähnlicher Erfolg festgestellt werden. Immerhin scheint 
diese eine Beobachtung doch zu zeigen, daß die Stickstoffbindung und 
im Zusammenhang damit die Spurenelemente Molybdän, Vanadium 
und Wolfram Teile des Faktorenkomplexes darstellen, von dem die 
Bildung eines fruchtbaren Bodenhumus abhängig ist. 

Zusammenfassung. 

1. An leichten, aber landwirtschaftlich keinesfalls schlechten Böden 
wurde mit Hilfe der Erdplattenmethode nach Winogradsky festgestellt, 
daß Molybdän- und Vanadiumdüngungen den A zotobacter- Gehalt 
erhöhen. 

2. Auch die Stickstoffbindung wird in diesen Böden nach den bisher 
vorliegenden Beobachtungen durch Molybdän- und Vanadiumdüngungen 
etwas gefördert. 

3. Auf möglicherweise bestehende Zusammenhänge zwischen Mo- 
lybdän, Vanadium und Wolfram und der Stickstoffbindung einerseits 
und der Entstehung von fruchtbarem Bodenhumus andererseits wurde 
hingewiesen. 
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(Aus der Mikrobiologisch -chemischen Abteilung der Biologischen Reichs- 
anstalt für Land- und Fortwirtschaft in Berlin-Dahlem.) 


Über die Wirkung tou Molybdän- und Tanadiumdflngnngen 
anf Leguminosen. 

Von 

H. Borteis. 

Mit 1 Textabbildung. 

(Eingegangen am 13. November 1936.) 

Nachdem 1933 ( Borteis ) in einer vorläufigen kurzen Mitteilung von der 
fördernden Wirkung des Molybdäns und Vanadiums auf Wachstum und 
Stickstoffbindung der Leguminosen berichtet werden konnte, sollen nunmehr 
die vorliegenden Versuchsergebnisse zu dieser Frage veröffentlicht werden, 
wenngleich die Arbeiten auch heute noch nicht als abgeschlossen gelten 
können. Von Erfahrungen anderer Autoren auf diesem Gebiete ist bis jetzt 
erst wenig bekannt. Dingwall , Mc Kibbin und Beans ( 1934) haben Molybdän 
in Leguminosen sowohl als auch in Nichtleguminosen nachgewiesen und 
geben eine ausführliche Literaturübersicht über das Vorkommen des 
Molybdäns in der Natur. Besonders wichtig für die hier gestellte Frage sind 
die vergleichenden Analysen Ter Meulen s (1931), aus denen hervorgeht, 
daß Leguminosen gegenüber anderen Pflanzen auffallend viel Molybdän 
enthalten (Tabelle I). Ferner haben Scharrer und Schropp (1934) an Wasser- 
und Sandkulturen von Getreidearten und Erbsen verschiedene Wirkungen 
von Molybdän und Wolfram beobachtet. Beide Elemente wirkten zum Teil 
fördernd, zum Teil schädigend. Die Pflanzen, auch die Erbsen, wurden 
aber m vollständigen nitrathaltigen Nährlösungen gezogen, weshalb der 
Einfluß der Elemente Molybdän und Wolfram auf die Stickstoffbindung 
der Erbsen und ihrer Symbionten nicht untersucht werden konnte. Es 
scheint nach den Erfahrungen mit Azotobacter ( Borteis , 1936), als ob auch 
bei diesen Versuchspflanzen in einigen Fällen Molybdän und besonders 
Wolfram die Aufnahme des Nitratstickstoffs gefordert hätten. 

Das Ziel der eigenen Arbeiten war, den Einfluß des Molybdäns und 
des Vanadiums auf Stickstoffbindung und Wachstum verschiedener 
Leguminosen sowohl in Gefäßen mit Quarzsand als auch im Freiland 
nach Art und Größe festzustellen 1 . 

Gefäßversuche. 

Von 1930 bis 1934 wurden in jedem Sommerhalbjahr einige der 
Orientierung dienende Sandkulturversuche mit verschiedenen Legumi- 
nosen in kleinem Umfange durchgeführt, von denen hier aber nur ganz 
kurz einige Beispiele gegeben werden sollen. 

1 Über die Ergebnisse ist von Herrn Oberregierungsrat Dr. Stopp im 
Rahmen eines Vortrages über die Physiologie stickstoffbindender Bakterien 
auf dem II. Internationalen Kongreß für Mikrobiologie in London im Juli 
1936 bereits kurz berichtet worden. 
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32,5 kg gewaschener Untergrundsand des Dahlemer Versuchsfeldes 
wurden mit Leitungswasser und Nährsalzen in den folgenden auf 1 kg Sand 
berechneten Mengen gemischt: Wasser 100 ccm, CaC0 3 3,0 g, CaHP0 4 
0,4 g, K,S0 4 0,3 g, MgS0 4 . 7 H a O 0,025 g, Fe a Cl 6 Spur. 

Nach Zugabe der Differenzdünger, und zwar 1. Kontrolle, 2. + 0,2 g 
NH 4 N0 8 je kg Sand, 3. + 5 mg NajMo0 4 je kg Sand, 4. + 60 mg Na 2 Mo0 4 
je kg Sand, 5. + 500 mg Na 2 Mo0 4 je kg Sand wurden die verschiedenen 
Mischungen, jeweils 6,5 kg Sand entsprechend, in fünf Blumentöpfe gefüllt, 
mit Erbsenknöllchenbakterien beimpft und am 27. Mai 1930 mit je fünf 
vorgekeimten Erbsen bepflanzt. 

Am 5. Juni zeigten die Pflanzen in Gefäß Nr. 5 deutliche Schäden, 
nämlich braune und gelbe Verfärbungen der Blätter. Am kräftigsten 
hatten sich die Pflanzen in den Gefäßen Nr. 1 und 2 entwickelt. Am 
25. Juni waren die Kontrollpflanzen in der Entwicklung hinter den mit 
Molybdän gedüngten der Gefäße Nr. 3 und 4 zurückgeblieben. Die 
Mo-Pflanzen hatten größere Fieder blättchen. Die ersten Blüten wurden 
verzeichnet bei den mit Stickstoff gedüngten Pflanzen am 3. Juli, bei 
den mit Molybdän gedüngten (Gefäß Nr. 3 und 4) am 5. Juli und bei 
den Kontrollpflanzen am 9. Juli. 

Ein ähnlicher Versuch wurde 1933 mit Soja und Rotklee durch- 
geführt. 

45 kg gewaschener Untergrundsand des Dahlemer Versuchsfeldes 
wurden mit folgender Grundnahrlosung gemischt, berechnet auf 1 kg Sand : 
Leitungswasser 100 ccm, CaC0 3 1,5 g, CaHP0 4 0,4 g, K 2 S0 4 0,3 g, MgS0 4 
. 7 H 2 0 0,15 g. 

Zehn Blumentöpfe wurden mit je 4,5 kg dieser Mischung nach Zugabe 
folgender Differenzdünger gefüllt: 1. Kontrolle, 2. + 4mg NaV0 4 je 
kg Sand, 3. -f 4 mg Na 2 Mo0 4 je kg Sand, 4. + 4 mg NaV 0 3 , 4 mg Na 2 Mo0 4 
je kg Sand, 5. + 0,2 g NH 4 N0 3 je kg Sand. 

Der nach Bedarf mit Leitxmgswasser gut durchfeuchtete und mit 
Knöllchenbakterien von Soja bzw. Rotklee beimpfte Sand wurde dann in 
der einen Serie von fünf Gefäßen am 4. Marz 1933 mit vorgekeimter Soja 
bepflanzt und m der anderen am 8. Mai 1933 mit Rotklee besät, wovon 
nach dem Auflaufen in jedem Gefäß 20 gleich kräftige Pflanzen belassen 
wurden. 

Wie bei den meisten anderen dieser Versuche traten auch hier 
zunächst gewisse Schädigungen aller Versuchspflanzen auf, deren 
Ursache unbekannt geblieben ist. Die Blätter des Klees zeigten in 
einem bestimmten Entwicklungsalter in sämtlichen Gefäßen eigenartige 
Verbrennungserscheinungen. Außerdem war aber auch anfänglich eine 
Hemmung durch die für Sand offenbar zu stark bemessenen Molybdän- 
düngungen und besonders durch die Vanadiumdüngungen unzweifel- 
haft zu erkennen. Jedoch erholten sich diese Pflanzen sehr bald und 
standen dann üppiger als die Kontrollpflanzen. Am 27. Juli wurden 
die Sojapflanzen geerntet, von denen die N-Pflanzen und die Mo-V- 
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Pflanzen das kräftigste Blattgrün zeigten gegenüber den etwas blasser 
gefärbten Kontrollen. Im lufttrockenen Zustande wogen 


die Kontrollpflanzen 27,7 g 

„ V -Pflanzen 34,5 g 

„ Mo-Pflanzen 36,5 g 

„ Mo-V-Pflanzen 30,5 g 

„ N-Pflanzen 45,7 g 


Stickstoffanalysen der Kontrollpflanzen und der Mo-V-Pflanzen 
ergaben für jene 3,0%, für diese 3,5% N. Am 4. August wurde die 
Kleeserie photographiert (Abb. 1). Die V-Pflanzen unterschieden sich 
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Abb. 1. Nähere Beschreibung im Text. 


nicht mehr von den Kontrollpflanzen, während die Mo-Pflanzen 
durchschnittlich etwas dunkler giüne und etwas größere Fiederblättchen 
hatten. Noch mehr galt das für die Mo-V-Pflanzen, die sich in nichts 
von den N-Pflanzen unterschieden. Die Mo-Pflanzen hatten Blüten- 
knospen gebildet, und die Mo-V-Pflanzen und N-Pflanzen blühten 
bereits. 

Diese vorläufigen Versuche schienen trotz der nicht immer beob- 
achteten und nur geringfügigen Ertragsteigei ungen die Vermutung zu 
bestätigen, daß Molybdän und Vanadium die Stickstoffbindung der 
Leguminosen und ihrer Knöllchenbakterien ebenso fördern wie die der 
frei im Boden lebenden stickstoffbindenden Bakterien. Denn es muß 
berücksichtigt werden, daß die Kulturbedingungen für Leguminosen in 
Gefäßen mit Sand nur schwer wirklich optimal zu gestalten sind, und 
daß außerdem die Pflanzen im Samen einen beträchtlichen Vorrat an 
Molybdän mitbekommen. Das geht sehr deutlich aus den schon er- 
wähnten Analysen Ter Meulena hervor, die zur besseren Veranschau- 
lichung in Tabelle I (S. 16) wiedergegeben sind. 

Der ausnahmslos hohe Molybdängehalt aller untersuchten Legumi- 
nosen fällt sofort auf und läßt Beziehungen zu der besonderen Stickstoff- 
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Tabelle I. Molybdänbestimmungen nach Ter Meulen. 


Substanz 

mg Mo 
ln 1kg 
Substanz 

Substanz 

mg Mo 
in 1kg 
Substanz 

Kichererbsen 

8,7— 9,1 

Kartoffelschalen .... 

0,14 

Pferdebohnen 

5,5 

Rosinen 

0,08 

Feuerbohnen 

4,6 

Bananensohalen .... 

0,07 

Weiße Bohnen 

4,8 

Geschälte Kartoffeln . . 

0,06 

Grüne Erbsen, trocken . 

2, 6-8,1 

Eichenholz ... • . . 

0,06 ' 

Linsen 

1,9 

Preßhefe 

0,04 

Knoblauch 

0,70 

Geschälte Bananen . . . 

0,08 

Rübsaat 

0,60 

Roggenstroh 

0,02 

Roggen 

0,62—0,72 

Datteln 

0,02 

Mais 

0,58 

Kopfsalat 

0,02 

Reis 

0,44 

Gurken 

0,01 

Gerste 

0,32 

Geschälte Äpfel .... 

0,01 

Weizen 

0,23 

Blätter vom Gummibaum 

0,003 

Hafer 

0,18 

Weißer Rohrzucker . . 

0,0 


bindenden Fähigkeit dieser Pflanzengruppe vermuten. Die verhältnis- 
mäßig großen Molybdänreserven genügen auch offenbar zu einer aus- 
reichenden Entwicklung und Fruchtbildung bei Molybdänmangel im 
Nähr medium. 

Deshalb wurde 1934, um die gestellte Frage endgültig zu beant- 
worten, dazu übergegangen, die Versuche mit mehreren Parallelkulturen 
in Mitscherlich - Gefäßen und reinem Quarzsand durchzuführen. Außer- 
dem mußte versucht werden, durch Züchtung der Leguminosen in 
molybdänfreiem Sand diese im Verlauf mehrerer Generationen all- 
mählich molybdänärmer zu machen. 

Aus noch ungeklärten Gründen sind aber diese Versuche in Berlin- 
Dahlem sämtlich fehlgeschlagen. Bald nach dem Auf laufen bekamen alle 
Pflanzen, auch die Kontrollpflanzen, braune Blattränder, vergilbten dann 
und wuchsen nicht weiter. Der Knöllchenbesatz an den Wurzeln war 
normal. Eine Ursache für diese Krankheitserscheinung kann nicht an- 
gegeben werden, zumal gleichzeitig in Gottingen 1 genau in der gleichen Weise 
mit dem gleichen Material und denselben Samen angesetzte Versuche 
verhältnismäßig sehr gut gelangen. Der einzige Unterschied zwischen den 
Göttinger und den Berliner Versuchen bestand darin, daß dort Regenwasser, 
hier destilliertes Wasser verwendet worden war. . 

In den beiden folgenden, in Göttingen ausgeführten Versuchen wurde 
bisher nur der Einfluß des Molybdäns geprüft. Zur Verwendung kamen 
Müscherlich-Geiäße mit je 7 kg Freienwalder Glassand in der Mischung der 
Sorten Nr. II und II N. Die Nährsalzmengen betrugen je Gefäß : CaHP0 4 
3,0g, CaS0 4 2,0g, MgS0 4 . 7 H t O 0,5 g, MgCl, 0,3 g, FeS0 4 0,1 g. Von den 
20 Gefäßen erhielten 10 außerdem 5 mg Na^Mo0 4 je kg Sand. Die Hälfte der 
molybdänhaltigen und die Hälfte der Kontrollgefäße wurde dann am 
29. Juni 1934 mit fünf vorgekeimten Felderbsen je Gefäß bepflanzt und am 
3. Juli die andere Hälfte ebenso mit Soja. 

1 Den Herren Professor Dr. Rippel und Dr. Behr spreche ich für die 
freundliche Übernahme dieser Arbeiten meinen verbindlichsten Dank aus. 
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Die Sojapflaanzen entwickelten sich in der Folgezeit ziemlich gut, 
die Erbsen aber nur schlecht. Vielleicht ist hierfür die späte Aussaatzeit 
verantwortlich zu machen. Eine Förderung durch Molybdän war bei 
Soja nicht zu erkennen. Die Mo-Pflanzen schienen sogar etwas schlechter 
entwickelt zu sein. Wahrscheinlich war die angewandte Molybdän- 
konzentration für reinen Sand schon zu groß, wie das auch aus den er- 
wähnten Vorversuchen mit Untergrundsand hervorgeht. 

Ende August wurden die Sojapflanzen und Anfang September die 
Erbsen geerntet, und zwar in beiden Fällen ungefähr zu Beginn der 
Blüte. In Tabelle II sind die Emtegewichte und Stickstoffbestimmungen 
zusammengestellt. 


Tabelle II. 


Versuchs- 

pflanze 

1 Differenz' 
1 düugnpg 


g lufttrockene 
Pflanzen 

Mittel 

je&ef&B 

Mittel 

N in o/ 0 

Mittel 


1 


1 

15,3 


0,557 


3,64 



! 


16,6 


0,592 


3,67 


Soja 

— 


i 17,6 

17,98 

0,626 

0,640 

3,56 

3,56 


i 


19,0 


0,674 


3,55 





! 21,4 


0,750 


3,50 



, a 


I 15,8 


0,546 


3,46 





16,2 


0,576 


3,66 


Soja 

4* Mo 


17,3 

17,04 

0,637 

0,618 

3,68 

3,62 




17,6 


0,634 


3,60 



| 


18,8 


0,695 


3,80 




r 

1,6 


0,064 


4,02 





1,8 


0,074 

1 

4,13 


Erbsen 1 

— , 

i 

i 2,1 

2,08 

0,097 

0,095 

4,61 

4,49 

l 


2,8 


0,110 


4,77 


1 



2,6 


0,128 


4,91 


i 

1 


2,2 

i 

i 0,099 


4,49 





2,4 


0,114 


1 4,75 ; 


Erbsen 

| +Mo« 


3,1 

3,00 

0,147 

0,144 

4,75 

4,77 


i 

i 


3,8 


0,165 


4,99 



i 

i 

4,0 


0,196 


4,89 



Wenn auch bei den Erbsen ein Erfolg der Molybdändüngung vor- 
zuliegen schien, so konnte das Versuchsergebnis doch wegen der auf- 
fallend geringen Ernten nicht befriedigen. Soja hatte offenbar überhaupt 
nicht auf die Molybdändüngung reagiert. 

1985 wurde der Versuch in erweiterter Form wiederholt. Außer Erbsen 
und Soja wurde auch Rotklee in die Untersuchung einbezogen. Molybdat 
wurde in geringerer Konzentration und außerdem gestaffelt gegeben. Eine 
Reihe erhielt in vierfacher Wiederholung je kg Sand *= 1 mg, eine andere 
3mg Na,Mo0 4 . Zur Grunddüngung wurden aber nur 1 bzw. 3mg Na,Mo0 4 
je Gefäß gegeben, anstatt 7 bzw. 21 mg. Die restlichen Mengen wurden in 
Dosen von 1 bzw. 3 mg in etwa wöchentlichen Abständen verabreicht. Die 
Aussaat erfolgte am 10. Mai 1935, für Soja in Wiederholung am 9. Juni, da 
die erste Aussaat kranken Samen enthielt. Von der Rotkleeaussaat wunden 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. 2 
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nach dem Auflaufen an fünf Stellen des Gefäßes je zehn Pflanzer* belassen. 
Sie wurden im Laufe des Sommers dreimal geschnitten und bekamen nach 
dem zweiten Schnitt eine zusätzliche Düngung von 0,5 g KH Ä P0 4 und 
0,5 g E^SO« je Gefäß, ln Tabelle 111 sind die Emtegewichte und in Ta- 
belle IV die Ergebnisse der Stiokstoffbestimmungen zusammengefaßt. 

Tabelle III. 


Versuchs- 

pflanze 

i 

1 Ernte* 
datum 

Differenz- 

düngnng 

Ernte g lufttrocken 

Mittel 

für 

_ •/„. 
Trocken- 

Trocken- 
substanz 
im Mittel 
fttrl Gefäß 

1986 

1 

2 

8 

4 

1 Gefäß 

Substanz 

Erbsen 

15. VII. 

_ 

18,5 

18,3 

15,1 

12,0 

14,7 

94,2 

93,8 

13,85 


15. vn. 

+ 1 Mo 

12,9 

14,9 

11,4 

10,9 

12,5 

11,72 


15. vn. 

+ 3 Mo 

11,3 

11,1 

10,6 

7,7 

10,2 

93,9 

9,68 

Rotklee, 




1. Schnitt 

17. VII. 

— 

7,8 

7,9 

7,5 

8,8 

7,9 

94,3 

7,45 


17. vn. 

+ 1 Mo 

7,7 

6,1 

9,2 

7,9 

7,7 

94,0 

7,24 


17. vn. 

+ 3 Mo 

7,0 

10,2 

9,5 

7,7 

8,6 

94,0 

8,08 

Rotklee, 





2. Schnitt 

lB.vni. 

, 

6,7 

6,8 

7,5 

5,0 

6,4 

95,1 

6,09 


iS. vm. 

+ 1 Mo! 

6,2 

7,5 

7,3 

7,6 

7,1 

96,3 

6,77 


13. vm. 

+ 3 Mo 

7,0 

6,5 

i 

7,4 

7,6 

7,1 

94,6 

6,72 

Rotklee, 




3. Schnitt 

16. IX. 

— 

8,0 

4,4 

6,9 

5,3 

6,15 

95,5 

5,87 


16. IX. 

+ 1 Mo 

6,9 

8,1 

8,1 

6,9 

?,5 

95,1 

7,13 


16. IX. 

+ 3 Mo 

6,3 

6,1 

6,7 

5,7 

6,2 

94,9 

5,88 

Soja 

16. IX. 



36,9 

30,8 

33,7 

41,0 

39,5 

35,35 

96,2 

33,65 

16. IX. 

•fl Mo 

41,2 

32,6 

40,4 

88,4 

94,7 1 

86,36 


16. IX. 

f 3 Mo 

38,1 

35,1 

26,8 

86,5 

34,1 

94,3 1 

32,16 


Tabelle IV. 


Versuchs- 

Differenz- 

°/o N in der Trockensubstanz 

g gesamte N- Ernte 

pflanze 

dflngung 

a 

b 


■ 

b 

Mittel 

Erbsen 


2,40 

2,18 

2,29 

0,332 

0,302 

EU 


+ 1 Mo 

2,58 

2,58 

2,43 

2,58 

0,297 

0,297 



+ 3 Mo 

2,38 

2,40 

0,228 

0,283 

0,280 

Rotklee, 



1. Schnitt 

— 

3,24 

8,08 

8,16 

0,241 

0,280 



«f 1 Mo 

8,41 

3,89 

3,40 

0,247 

0,245 

mmm 


+ 3 Mo 

8,79 

8,85 

8,82 

0,306 

0,811 

Bfiiy 

Rotklee, 




2. Schnitt 

— 

3,75 

3,75 

3,76 

0,228 

0,228 

0,228 


+ 1 Mo 

4,21 

4,15 

4,18 

0,285 

0,281 

0,288 


+ 8 Mo 

3,88 

3,76 

8,82 

0,261 

0,252 

0,257 

Rotklee, 



3. Schnitt 

— 

4,18 

4,08 

4,10 

0,243 

0,240 

0,242 


fl Mo 

4,26 

4,83 

4,80 

0,804 

0,241 

0,809 

0,807 


•f 8 Mo 

4, Kl 

4,19 

4,15 

0,247 

0,244 

« . f 

Soja i 

.. 

3,60 

8,73 

8,67 

1,21 

1,26 

1,24 

+ 1 Mo 

8,66 

8,76 

8,71 

1,33 

1,87 

1,86 


+ 3 Mo 

3,89 

8,87 

3,88 

1,25 

1,24 

1,25 
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Auch bei diesem Versuch von 1935 hat sich gezeigt, daß in reinem 
Sand eine Molybdändüngung besonders vorsichtig dosiert werden muß, 
noch vorsichtiger als im Untergrundsand, und daß leicht anstatt einer 
Förderung der Stickstoffbindung und des Wachstums der Leguminosen 
eine Hemmung eintreten kann. Im Sand 1 kommen eben Sorptions- 
kräfte längst nicht in dem Maße zur Wirkung wie im Boden, und hier 
vorhandene Antagonisten des Molybdäns können dort fehlen. So ist 
es vielleicht zu erklären, daß sowohl die dreifache als auch die einfache 
Molybdänkonzentration die Entwicklung der Erbsen nur gehemmt 
haben. Beim Rotklee und bei Soja ist zwar durch die einfache Molybdän- 
gabe die Ernte an Trockensubstanz und auch an Stickstoff erhöht 
worden, jedoch war die Wirkung nur gering. Immerhin muß hier die 
Stickstoffbindung eine Förderung erfahren haben. Die dreifache 
Molybdängabe hat bei Rotklee zunächst noch etwas stärker in diesem 
Sinne fördernd gewirkt. Eigenartigerweise hat diese Wirkung aber nach 
dem ersten Schnitt in dieser Reihe und nicht in der mit einfacher 
Molybdängabe mehr und mehr nachgelassen. Auch Soja ist durch die 
einfache Molybdängabe im Wachstum und in der Stickstoffbindung 
gefördert worden. Die dreifache Gabe scheint dagegen die Stickstoff - 
bindung ebenfalls noch gefördert, das Wachstum aber bereits gehemmt 
zu haben. Es scheint fast, als könne die Molybdändüngung zu Sand- 
kulturen deshalb nicht besser wirken, weil sich hier noch andere Er- 
nährungsfaktoren im Minimum befinden. 

Insgesamt hat sich ergeben, daß sich die Frage, ob Molybdän für 
die Stickstoffbindung der Leguminosen notwendig ist oder nicht, durch 
derartig angelegte Kulturversuche in Gefäßen mit Quarzsand nicht 
klar entscheiden läßt, wenigstens nicht während einer Vegetations- 
periode. Selbst die dreimalige Ernte des Rotklees hat hierfür nicht 
ausgereicht. Deshalb wurde versucht, den Klee zu überwintern, und 
1936 erneut zu ernten, bis zur möglichsten Molybdänerschöpfung der 
Kontrollen. Leider sind aber die Pflanzen im Winter eingegangen, so 
daß die Versuche 1936 erneut in Angriff genommen werden mußten und 
zur Zeit fortgesetzt werden. 

Freilandversuche. 

Unberührt von den Ergebnissen der Vegetationsversuche in Sand 
bleibt die praktisch wichtige Frage, ob es landwirtschaftlich genutzte 
Böden gibt, die bei Leguminosenanbau Molybdän- oder Vanadium - 

1 Daß sich hier im Gegensatz zu Versuchen in Erde besondere Schwierig- 
keiten ergeben, ist auch aus dem Umstand zu ersehen, daß die Sandkultur- 
versuche in Berlin-Dahlem aus noch unbekannten Gründen völlig miß- 
lungen sind. 


2 * 
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mangd zeigen, die ako auf Molybdän- oder Vanadiumdünpiag mit 
Emteerhöhtmg ansprechen. Bis jetzt wurde in dieser Hinsicht nur der 
stetst Jfcäi leichte Boden (lehmiger Sand) des Dahlemer Versuchsfeldes 
der Biologischen Reichsanstalt untersucht, und zwar zum Teil mit 
positivem Ergebnis. Es ist aber zu erwarten, daß künftig auch von 
anderer Seite mit anderen Böden entsprechende Erfahrungen gemacht 
werden. Jedenfalls wäre es sehr zu wünschen, daß recht viele Böden, 
vor allem solche, die gewisse Leguminosenmüdigkeitserscheinungen 
zeigen oder gar keinen Azotobacter enthalten (Stopp und Ruschmann, 
1034), auf ihren aufnehmbaren Molybdän- oder Vanadiumvorrat unter- 
sticht würden. Vielleicht ließe sich in manchen Fällen die Produktions- 
kraft derartiger Böden durch Molybdän- oder Vanadiumdüngung 
steigern. 

Auf dem Dahlemer Versuchsfeld wurde im Frühjahr 1932 auf einem 
Feldstück, das nur in dreijähriger Wiederholung, und zwar zuletzt 1931, 
Stallmist bekommen hatte, eine 4 ar große Fläche mit Kalk, Thomasmehl 
und Kali in üblicher Weise gedüngt. Die Düngung wurde in jedem Frühjahr 
der nächsten Jahre wiederholt. Die ganze Fläche erhielt dann die im folgen- 
den wiedergegebene Aufteilung: 


N 

W - J- -0 

s 


Luzerne 

(blaue 

frank.) 

Gelbe 

Lupine 

Senf 

Rotklee 

Serra- 

della 

i i 

Luzerne 

(blaue 

fränk.) 

Gelbe 

Lupine 

Senf 

Rotklee 

Serra- 

della 


200 qm 

-f ÖOg Na a Mo() 4 
-f ÖOg NaV0 8 . 


200 qm 

Kontrollparsellen . 


Zwischen der mit Molybdän und Vanadium gedüngten und der anderen 
Hälfte verlief ein 1 m breiter Weg. Die fünf mit verschiedenen Pflanzen 
bestandenen Felder waren durch 30 cm breite Zwischenräume getrennt. In 
der Folgezeit wurde als Differenzdüngung nur Molybdat ohne Vanadat 
gegeben in Mengen, die weiter unten in den Emtetabellen besonders auf- 
geführt sind. 

Etwa vom 20. Juni an wurde vermerkt, daß sich sämtliche Legumi- 
nosen auf den mit Molybdat und Vanadat gedüngten Teilstücken 
üppiger entwickelt hatten als auf den anderen im Gegensatz zur Nicht- 
leguminose Senf, die auf beiden Parzellen keinen Unterschied im 
Bestand erkennen ließ. Die Leguminosen waren auf den Mo-V-Parzellen 
dunkler grün, höher im Wuchs und hatten auch durchschnittlich etwas 
größere Blätter als auf den Kontrollparzellen . Besonders die Luzerne 
reagierte sehr stark auf die Mo-V-Düngung. Während die Kantroll- 
pflanzen noch kaum eine Blüte gebildet hatten, stand die ganze Mo-V- 
Parzelle in voller Blüte und hatte auch schon reichlich Samen angesetzt. 
Die Samenemte betrug bei den KontroUpflanzen ungefähr 35 g und bei 
den Mo-V-Pflanzen etwa 260 g. 
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Rotklee und Serradella sind infolge einer länger anhaltenden regenlosen 
Periode verkümmert und wurden nicht geerntet, sondern untergepflügt. 
Diese beiden Arten wurden deshalb auch nicht wieder in Versuch genommen. 
1932 wurde das Emtegewioht an den auf dem Felde getrockneten Pflanzen 
ermittelt, in den folgenden Jahren aber an den frisch geschnittenen grünen 
Pflanzen, weil beim Trocknen durch Abfallen von Blättern und Samen zu 
große Verluste auf getreten und die Ergebnisse deshalb unbrauchbar waren. 
Die Erträge der Luzerne wurden von 1933 bis 1936 jährlich feertgeetellt, die 
der Lupinen und des Senfs nur für 1933, weil der Boden nach dieser Zeit 
weder Lupinen noch Soja, Wicke oder Esparsette zu normaler Entwicklung 
brachte. Die Pflanzen zeigten starken Kümmerwuchs oder blieben ganz 
aus trotz Molybdändüngung, woraus geschlossen werden muß, daß Legu- 
minosenmüdigkeit eines Bodens nicht immer allein auf Molybdänmangel 
zurückzuführen ist. Nach der Ernte am 7. Juli 1933 wurden die Lupinen 
auf den beiden entsprechenden Parzellen ausgebreitet und am 17. August 
untergepflügt. Dann bekamen beide, die Mo-V- und die Kontrollparzellen, 
je qm eine zusätzliche Düngung von 20 g Thomasmehl und 10 g Kali, und 
die Mo-V -Parzelle außerdem 0,2 g Na s Mo0 4 . Am 18. August wurde dann 
auf diesen beiden Lupinenparzellen Senf gesät, um so nachzuweisen, 
daß durch die mit Molybdat und Vanadat gedüngten Lupinen tatsächlich 
mehr Stickstoff gebunden worden war 1 . Das mußte sich dann in einer 
größeren Senf ernte auf der Mo-V-Parzelle äußern. Die Emtedaten von 1933 
bis 1936 sind in den Tabellen V und VI zusammengestellt. 

Auch aus diesen Emtezahlen geht hervor, daß Luzerne und Lupine 
durch die Mo-V-Düngung gefördert und zu stärkerer Stickstoffbindung 
angeregt wurden. Die Luzemeernten zeigten außerdem, daß die 
Molybdänmangelwirkung im ersten und zweiten Jahre (1932 bis 1933) 
am größten war. Dann aber trat sie allmählich weniger in Erscheinung 


Tabelle V. 




kg Frischgewicht 



Kontrollparzelle 

Mo-V-Parzolle 

1938 

1. Schnitt , . 

2. n 

3. „ 

44.0 

57,7 

42.1 

+ 0,2 g Na,Mo0 4 je qm 

60.5 

65,2 

46.6 

1984 

1. Schnitt . . 

2 . . 

78,7 

49,4 

83,5 

49,4 

1985 

t 

1. Schnitt . . 

2. „ . . 

3. » 

118,5 

82,5 

111,5 

+ 0,5 g Na, Mo 0 4 je qm 

86,7 

— (nioht gewogen) 

1986' 

1. Schnitt . . * 

2. „ . . 

111,6 

68,2 

+ 0,2 g Na s Mo 0 4 je qm 
119,5 

67,2 

1 Die in der vorangehenden Mitteilung auf S. 9 aufgeführten Stick- 
stoffbestimmungen» die sich auf die hier erwähnten Leguminosenböden 
beziehen, haben ebenfalls bewiesen, daß die Düngung mit Molybdat oder 
Molybdat und Vanadat die Stickstoffbindung gefördert hat. 
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Tabelle VI. 


Versuchspflanzo 

kg Frischgewicht 

Kontrollparzelle 

Mo-V-Parzelle 

Lupine 

1 125,7 1 

146,0 

Senf 

1 32,0 I 

33,0 

Senf im Nackbau auf Lupinenparzclle . . . 

85,0 | 

99,0 


1 

— 

2 

-f Mo 

3 

+ V 

4 

+ Mo -f V 

5 

— 

6 

4- Mo 

7 

+ V 

8 

-f Mo -f V 

9 

— 

10 

4- Mn 

11 

+ v 

12 

4 Mo + V 

13 

4- Mo -f V 

14 

+ v 

15 

4* Mn 

16 

— 

17 

— 

18 

4- Mo 

19 

+ V 

20 

+ Mo + V 


in dem Maße, wie die Klanzen mit ihren 
Wurzeln größere Bodentiefen erreichten. 
Wahrscheinlich wurde dieser Ausgleich da- 
durch noch verstärkt, daß in diesem wie 
in einem später noch zu erwähnenden mehr- 
jährigen Luzemeversuch im zweiten Anbau- 
jahr jede zweite Reihe einer jeden Parzelle 
ausgehackt wurde. Die zerfallenden Wurzel- 
rückstände werden den Nachbarreihen Stick- 
stoff wie Molybdän geliefert haben. 

Ein weiterer Versuch mit Luzerne wurde 
1933 in unmittelbarer Nähe des eben er- 
wähnten Feldstückes auf einem in ähnlicher 
Weise vorbehandelten Boden angelegt, der 
ebenfalls in dreijähriger Wiederholung, zu- 
letzt 1931, Stallmist bekommen hatte. Dies- 
mal wurden aber die verschieden gedüngten 
Parzellen in fünffacher Ausführung, wie die 
nebenstehende Skizze zeigt, angeordnet. 

Jedes Teilstück war 7,5 qm groß und 
wurde vom Nachbarstück durch einen 1,3 m 
breiten Weg getrennt. Die Grunddüngung war 
hier wie m den bereits erwähnten und allen 
folgenden Versuchen die gleiche. Auch wurden 
die Molybdän- und Vanadiumsalze immer m 
Wasser gelost mit der Gießkanne gleichmäßig 
auf den einzelnen Fehlem verteilt, ln diesem 
Versuch kamen 0,5 g Na 8 Mo0 4 bzw. NaVO^ 
zur Anwendung, d. h. 3,75 g je Parzelle. Am 
11. März 1933 wurde das ganze Feld gleich- 
mäßig mit Bastardluzerne besät und am 
22. April mit einer Bodenaufschwemmung 
eines mit Luzerne bestandenen 
^ Feldes beimpft. 

1 Während des Wachstums der 

| Luzerne wurden auch von unein- 
ig geweihten Personen die Bestände 
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Differenz- 

Teil- 

kg Frischgewicht 

Differenz- 

Teil- 

kg Fri8ehgewicht 

düngnng 

Nr. 

Je Teilstück 

im Mittel 

dttngnng 

Nr. 

je Teilstfick 

im Mittel 



1 

9,4 




3 

16,5 




5 

14,4 




7 

15,8 


— 


, 9 

12,3 

12,1 

+ v 


1 11 

15,4 

15,8 



1 13 

14,9 




14 

15,4 




| 17 

9,3 



l' 19 

16,0 



f 

2 

11,8 




1 4 

14,7 




1 6 

17,1 




I 8 

13,3 


-f Mo l 

I 

10 

17,5 

15,2 

+ Mo + V - 


1 12 

13,5 

14,3 


1 

15 

16,5 




13 

14,3 



1 18 j 

13,0 




20 

15,8 



der Kontrollparzellen durchweg als die schlechtesten und die mit 
Molybdat gedüngten als die besten bezeichnet. Die am 5. August 
vorgenommene Ernte (Tabelle VII) hat diese Begutachtung bestätigt. 

Wenn auch die in gleicher Weise behandelten Teilstücke große 
Schwankungen in den Emtegewichten aufweisen, so ist doch der 
günstige Einfluß der Molybdän- und auch der Vanadiumdüngung nicht 
zu verkennen, besonders dann, wenn jeweils zwei benachbarte Parzellen 
der Kontrolle und der Molybdändüngung miteinander verglichen werden. 
Die auffallend niedrigen Werte der Parzellen 1 und 17 und 2 und 18 
beruhen auf Bodensäure {pu 5,8 bis 6,0), so daß bei annähernd neutraler 
Reaktion aller Parzellen der Emtemittelwert der Kontrollflächen bei 
13,5 bis 14,0 und derjenige der Mo- 
Flachen bei etwa 17,0 liegen würde. 

1934 wurde ein größerer Molyb- 
dändüngungsversuch zu Luzerne 
angelegt auf einer Fläche, die als 
eine der besten des ganzen Versuchs- 
feldes gilt und in zweijähriger 
Wiederholung, zuletzt 1933, mit 
Stallmist gedüngt worden war. Die 
Aufteilung der Fläche wurde wie 
folgt vorgenommen: 

Die 64 qm großen Teilstücke 
waren durch 1,5 m breite Wege von- 
einander getrennt. Am 1 7 . Apri 1 wurde 
eine Differenzdüngung von 0,5 g 
Na, Mo 0 4 je qm gegeben 
und auf der ganzen ^ 

Flache am 20. April mit 
der Drillmaschine Lu- W 0 
zeme („Mahndorfer 
blaue Victoria“) einge- $ 


1 

1 

+ Mo 

2 

+ Mo 

2 

3 

3 

+ Mo 

4 

+ Mo 

4 
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Tabelle VIII. 


Ernte- 


Fl&chenpaar 

| kg Frischgewicht 

datum 


Nr. 

Kon troll parsellen 

Mo-Paraellen 

1984 

1. Schnitt 



_ 




2. „ 

i 

96,7 

104,2 



2 

91,2 

93,9 



3 

87,8 

90,6 



4 

95,4 

96,0 

1985 

1. Schnitt 

1 

203,8 

218,2 



2 

218,0 

212,5 



B 

220,3 

219,1 



4 

227,5 

219,1 





•+• 0,5 g NaaMo0 4 je qm 


2. Schnitt 

1 

86,2 

105,0 



2 

90,0 

87,2 



3 

89,0 

97,8 



4 

97,2 

97.5 


sät, die vorher mit Knöllchenbakterien infiziert worden war. Die erste 
Ernte des Jahres 1934 konnte wegen der großen Dürreperiode nicht aus- 
gewertet werden. Die zweite und zwei weitere Ernten im Jahre 1935 sind 
in Tabelle VIII zusammengestellt. 

Eine eindeutig fördernde Wirkung des Molybdäns zeigen diese 
Zahlen nicht. Sie scheinen vielmehr zu beweisen, daß auf einem land- 
wirtschaftlich gut gepflegten Boden ein bei Leguminosenanbau erkenn- 
barer Molybdänmangel nicht so leicht zu befürchten ist. Jedoch war 
selbst auf dieser Versuchsfläche der Vorrat an verfügbarem Molybdän 
in der Ackerkrume nicht so groß, daß Azotobakter hier optimale Lebens- 
bedingungen vorgefunden hätte. Aus den in der vorangehenden Mit- 
teilung 1 veröffentlichten Zahlen geht hervor, daß der Azotobakter - Gehalt 
nach etwa einem halben Jahr auf den mit Molybdän gedüngten Par- 
zellen deutlich größer war. 

Schließlich mag noch ein Molybdän- und Vanadiumdüngungs- 
versuch zu gelben Lupinen erwähnt werden, der 1933 auf einer Flache 
des Versuchsfeldes angelegt wurde, die als verhältnismäßig gut be- 
zeichnet werden muß. Die Vorbehandlung des Bodens war die gleiche, 
wie bei dem soeben erwähnten Versuch. 

Acht Teilstücke von je 24 qm Größe waren durch 1 m breite Wege von- 
einander getrennt und erhielten zum Teil als Differenzdüngung je qm 0,5 g 
Na s Mo0 4 oder 0,6 g NaV 0 3 oder beides. Die Anordnung der Teilstücke ist 
der beigefügten Skizze zu entnehmen, und die Ernten sind in Tabelle IX 
zusammengestellt. 

Diesen Zahlen muß noch hinzugefügt werden, daß die Grünmassen 
der Parzellen 5 bis 8 nach dem Schnitt infolge eines Mißverständnisses 


1 Diese Zeitschr. 8, 6, 1937. 



Wirkung von Molybdän- und Vanadiumdüngungen. 
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Tabelle IX. 


W- 


-0 


8 

+ Mo + V 

T" 

+ v ' 

T" 

+ Mo 

~ 

— 

T~ 

+ Mo + V 

T“ 

+ v 

~2 

4- Mo 

T~ 

— 


Differenz- 

Teilstück 

kg ffrlsehgewieht 

dttngnng 

Nr. 

Je Teilstück 

im Mittel 

- i 

1 

5 

87,7 

73,6 

80,7 

+ Mo j 

2 ! 
6 

115,5 

89,1 

102,3 

+ v ( 

3 

7 | 

102,2 

90,7 

j 96,5 

+ Mo + V { 

4 l 

8 

92,3 

92,2 

92,3 


länger gelegen haben als diejenigen der Par- 
zellen 1 bis 4, bevor sie gewogen wurden. 
Bei allen anderen Versuchen wurde immer 
darauf geachtet, daß die stets in der Blüte 
geschnittenen Pflanzen einer Parzelle sofort 
gewogen wurden, ehe die Ernte der nächsten 
Parzelle begann. Jedenfalls hat auch dieser 
Versuch einen kleinen Erfolg der Molybdän- 
wie der Vanadiumdüngung gebracht. Es 
scheint, als ob die Kombination Mo + V hier 
wie bei dem Luzerne versuch von 1933 nicht 
so günstig wirkte wie Molybdän oder Vana- 
dium allein. Möglicherweise ist das schon 
die Folge einer Überdosierung. 

Abschließend kann aus den Freiland- 
versuchen gefolgert werden, daß Molybdän - 
wie Vanadiumdüngungen die Ernte verschiedener Leguminosen erhöhen 
können auf Böden, die infolge unzureichender Düngung mit Stallmist 
oder Kompost oder anderweitiger unsachgemäßer Behandlung an 
diesen beiden Schwermetallen verarmt sind. Welche Mengen im ein- 
zelnen Falle zu verabreichen sind, kann nicht vorausgesagt werden 
und ist jeweils experimentell zu ei mittein. 


Nach Abschluß der vorliegenden Versuche erschien eine zweite Mit- 
teilung von M erkensch lager (1936) über den Rotklee als Konstitution der 
„Urwies© 4 4 . An Hand von Gefäß- und Wasserkulturversuchen hat Ver- 
fasser ebenfalls feststellen können, daß Rotklee im Gegensatz zum Senf 
durch vorsichtig dosierte Molybdängaben gefördert wird, besonders auf 
kleemüdem Boden. Er hat ferner in Bestätigung der hier mitgeteilten 
V ersuchsergebnisse gefunden, daß Molybdän die Blüh Willigkeit des Klees 
fördert, und daß auch bei gelber Lupine die Ernten u. U. durch Molybdän- 
düngung gesteigert werden können. Es geht auch aus diesen Untersuchungen 
hervor, daß die Leguminosen im Gegensatz zu nicht stickstoffbindenden 
Pflanzen eine auffallende Molybdänbedürftigkeit zeigen. 
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Zusammenfassung. 

1. Sandkulturversuche mit Erbsen, Soja und Rotklee haben in 
ihrer Mehrzahl ergeben, daß Stickstoffbindung und Wachstum der 
Leguminosen durch vorsichtig dosierte Molybdän- und Vanadium - 
düngung gefördert werden können. Ob, wie aus theoretischen Über- 
legungen heraus angenommen werden muß, Molybdän oder Vanadium 
hierfür unbedingt notwendig sind, ist vorläufig nicht erwiesen. 

2. Es besteht die Möglichkeit, daß auf einseitig ausgenutzten und 
unzureichend gedüngten Böden Leguminosenernten durch zusätzliche 
Düngung mit Molybdän- oder Vanadiumsalzen erhöht werden können. 

3. Entsprechend den bei Azotobacter angestellten Beobachtungen 
werden offenbar auch Stickstoff bindung und Wachstum der Legumi- 
nosen, soweit das bis jetzt festgestellt werden konnte, durch Molybdän 
stärker gefördert als durch Vanadium. 
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(Aus dem Botanischen Institut der königl. ung. Universität für die 
technischen und wirtschaftlichen Wissenschaften in Sopron, Ungarn.) 


Vergleichende Untersuchungen 
über den biologischen Aktiritätsgrad der Böden. 

Von 

D. Feh6r und M. Frank. 

Mit 2 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 5. Dezember 1936.) 

In einer früheren Arbeit hat Fehlr (3) den Begriff des Aktivitäts- 
grades des Bodens eingeführt. Damit wird die biologische Fähigkeit 
des Bodens bezeichnet, gewisse biochemische und biophysikalische 
Änderungen in seinem allgemeinen biologischen Zustande derart durch- 
zuführen, daß diese mit einer entsprechenden Methode quantitativ 
erfaßt werden können. Dieser Begriff wurde an Stelle der bisher 
üblichen Bakterienzahlen eingeführt, die im absoluten Sinne nur 
schwer zu gebrauchen waren, abgesehen davon, daß die mit den 
verschiedenen Methoden festgestellten Bakterienzahlen auch erheblich 
voneinander abweichen und infolgedessen keine Anhaltspunkte dazu 
bieten, die biologische Aktivität eines Bodens in absolutem Sinne 
und unabhängig von den äußeren Faktoren bestimmen zu können. 
Die jeweils ermittelten Bakterienzahlen ergeben immer eine Moment- 
aufnahme von dem jeweiligen biologischen Zustand des Bodens im 
Zeitpunkt der Untersuchung. l T m den biologischen Aktivitätsgrad 
eines Bodens deutlich charakterisieren zu können, ist es auch notwendig, 
ihn unabhängig von den jeweiligen Klimafaktoren bestimmen oder 
wenigstens annäherungsweise voraussehen zu können. Bevor wir auf 
die nähere Besprechung dieser Möglichkeiten eingehen werden, möchten 
wir die Ergebnisse mitteilen, die wir mit der vei-gleichenden Anwendung 
der Plattenmethode und der für die Ermittlung des Aktivitätsgrades 
von Fehfr ausgearbeitete p «-Methode (1) ermittelt haben. 

Untersuchungsmethodik. 

Die eingehendere Beschreibung der angewendeten, in der Literatur 
bereits ausführlich beschriebenen ( 1 ) Untersuchimgsmethoden erübrigt sich 
hier. Wir möchten nur so viel erwähnen, daß wir, wie bereits angegeben, 
die übliche Plattenmethode und die p «-Methode von Feier (3) angewendet 
haben. Bei der Plattenmethode wurden aerobe und anaerobe Bakterien 
getrennt bestimmt. Bezüglich der p«-Methode möchten wir kurz nur 
angeben, daß diese Methode als Kulturmedium den gleichen Boden ver- 
wendet, der zur Untersuchung gelangt. Es werden verschiedene Ver- 
dünnungen nach der Tabelle I hergestellt und auf das vorher sorgfältig 
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Tabelle I. 


AktlYitfttB- 

grftd 

Verdtisntiigs- 

gr&d 

Aküvi- 

t&tsgnd 

Verdtinmingsgrad 

Aktivi- 
tät sgr&d 

Vsrdttnimngigrad 

0,0001 

i 

1: 100 

1,00 

1: 1000000 

n,i 

1: 11100000 

0,001 

1: 1000 

1,11 

1 : 1 100 000 

12,5 

14,8 

1: 12 500000 

0,005 

1: 5000 

1,25 

1: 1250000 

1: 14 300 000 

0,01 

1: 10000 

1,48 

1: 1480000 

16,7 

1: 16 700000 

0,025 

1: 25000 

1,67 

1: 1670 000 

20,0 

1: 20 000 000 

0,05 

1: 50000 

2,0 

1: 2 000000 

25,0 

1: 25000000 

0,067 

1: 67000 

2,6 

1: 2 600000 

88,0 

1: 88 000000 

0,1 

1:100000 

3,8 

1: 8 800 000 

60,0 

1: 60 000000 

0,26 

1:250 000 

5,0 | 

1: 5000 000 

67,0 

1: 67 000 000 

0,50 I 
0,67 

1:500000 
' 1:670 000 

6,7 i 

10,0 i 

1: 6 700 000 

1 : 10 000 000 

100,0 

1:100 000000 


sterilisierte Kulturmedium überimpft. Man bestimmt durch elektro- 
physikalische Bestimmung der p H -Z ahl der einzelnen Kulturröhren, die Ver- 
dünnungsgrenzen, bei der noch eine Änderung der Azidität eingetreten ist. 
Diese Verdünnungsgrenzen werden als Aktivitätsgrade des Bodens bezeichnet. 
Die -Änderungen sind als ein komplexer Ausdruck aller biologischer und 
biochemischer Änderungen aufzufassen, die sich in den untersuchten Böden 
abgespielt haben. 

Der Vorteil dieser neuen Methode ist vor allem darin zu suchen, 
daß sie die bisher üblichen Kulturmedien verwirft, den Boden selbst 
als Nährsubstrat verwendet und nicht die Zahl der Mikroorganismen, 
sondern ihre Leistung bestimmt. Allerdings erleidet natürlich der 
Boden auch gewisse Änderungen beim Sterilisieren. Namentlich die 
organischen Humusverbindungen und alle kolloidalen Bestandteile 
des Bodens werden wahrscheinlich gewisse Umsetzungen erfahren. 
Dieser Nachteil konnte bisher noch nicht beseitigt werden. Aber 
auch in diesem Zustande wird der Boden ein viel geeigneteres und 
viel natürlicheres Nährmedium sein als die bisher verwendeteten 
flüssigen und festen, in jeder Hinsicht künstlichen Nährböden. 
Namentlich der Umstand, daß die Zahlen, die mit der neuen Methode 
gewonnen werden, immer höher sind als die Bakterienzahlen der alten 
Methode, deuten darauf hin, daß die Anwendung des Bodens als Nähr- 
substrat für die Mikroorganismen viel günstigere Lebensbedingungen 
schafft als die Anwendung der bisher üblichen künstlichen Nährböden. 


Verguehsergebnigse. 

Die Ergebnisse haben wir in den Tabellen II und III und in den 
Abb. 1 (S. 31) und 2 (S. 32) dargestellt. Zum besseren Verständnis 
sind in Tabelle I auch die Aktivitätsgrade angegeben, die den an- 
gewendeten Verdünnungen entsprechen, ln den Tabellen haben wir 
außerdem auch die Verhältniszahlen zwischen den mit Hilfe der Platten- 
methode gewonnenen Werten und den nach der pn-Methode gewonnenen 
Aktivitätsgraden aufgeführt. Außerdem sind auch noch die Mikro- 
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Organismenzahlen angegeben, die theoretisch den einzelnen angewen- 
deten Verdünnungsgraden entsprechen. Wir möchten aber betonen, daß 



fS3¥ WS 1336 

Abb. 1. Vergleichende Darstellung der mit der p^-Methode nnd mit der Plattenmethode 
gewonnenen Bakterienzahlen. 

AG — Aktivit&tsgrad 
G es s Qesamtbakterienzahl \ 
ne — aerobe Bakterien > pro Gramm Erde 
an = anaerobe Bakterien ) 

R » Wassergehalt X (Bodentemperatnr + 10). 

die Anführung dieser Zahlen nur ein technisches Mittel bedeutet, da 
wir wirkliche Bedeutung nur den einzelnen angeführten Aktivitäts- 
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graden beimessen. Es ist klar, daß die Zahlen, die die Aktivitätsgrade 
ausdrücken, an und für sich bedeutungslos sind. Sie gewinnen aber 

ihre Bedeutung, wenn wir auf 
*\ Vfi 15 Grund der mitgeteilten Tabellen 

k 9 ' / / - 10 und auf Grund der Aktivitäts- 

o / / 10 grade bzw. auf Grund dieser 

c y /' _ s I Zahlen uns die Verdünnungen 

,0 * . !/ ^ vorstellen, die in dem betreffen- 

* Q den Boden noch eine Änderung 

seines ursprünglichen physiko- 
so _ / ™ / -io chemischen Zustandes hervor- 

* uo _ / f w 6 rufen können. Aber gerade 

3 o / /• I durch diesen Umstand wird 

J V • */ " ** die Eigenart der pH-Methode 

10 Z ° ^ begründet. Alle übrigen in- 

0 o direkten Methoden sind ein- 

80 ~ VflM seitig. Sie bestimmen die ver- 

70 ' / f -is schiedenen Gruppen der Mikro- 

80 ~ J / * s Organismen auf Grund ihrer 

j 50 " T / ~ f0 ] Reinkultur und auf Grund ihrer 

f . / morphologischen Erscheinungs- 

30 ~ o/o »^ /. * 5 formen. Die pH-Methode da- 

20 " gegen bestimmt die gesamte 
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60 ~ / i-zo nismen. Die Aktivitätsgrade 

70 ~ I I io 8 bedeuten also eine quantitativ 
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Abb 2. Der quantitative Zusammenhang / 

zwischen den J2-Werten [Wassergehalt des quantitative Arbeitsleistung, 

Bodens x (Bodentemperatur 4- 10)1 und nicht nur von der Zahl Her 

zwischen dem Aktivltätsgrad bzw. Bak- 016 mcnt nur Von aer Mül aer 

tenengehait. Mikroorganismen, sondern auch 

A 0 « Aktivitätsgrad von der Intensität ihrer Energie- 

hg = Bakteriengehalt. , „ 

Umsetzungen abhängt. Falls 
wir also im Rahmen dieser Arbeit noch überhaupt von Mikro- 
organismenzahlen der pH-Methode sprechen, so geschieht dies nur, 
um diese mit den übrigen Methoden wenigstens annäherungsweise 
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vergleichen zu können. Da aber die Zahlen der indirekten Methoden 
nur das Mengenverhältnis der verschiedenen Gruppen von Mikro- 
organismen angeben, so ist der Vergleich nur bedingt und nur unter 
Berücksichtigung der vorher dargestellten Eigenart der pH-Methode, 
die auch die Arbeitsintensität angibt, möglich. 

Die Untersuchungen wurden auf folgenden Versuchsflächen durch- 
geführt: 

Versuchsfläche 14. Gut geschlossener, etwa SO jähriger Fichtenwald, 
etwas mit Lärche gemischt, Bestandsschluß 1,0. 

Versuchsfläche 15. Durchforsteter Fichtenwald von mittlerem Alter 
mit dem Bestandsschluß 0,8. Beide Versuchsflächen liegen dicht neben- 
einander, ungefähr 340 m ü. d. M. im Kaltwassertal bei Sopron. 

Versuchsfläche 20b, 250 mü. d. M., auf dem sogenannten Varisch bei 
Sopron gelegen, bestanden mit ungefähr 70 Jchre altem Niederwald von 
Quercus sessiliflora ; Bestandsschluß 0,8. 

Versuchsfläche 24. Brachliegender Freilandboden (Kontrollfläche). 
Der Boden aller Versuchsflächen ist Lehmboden, mit etwas Sand gemischt. 

Auf Grund der Abbildungen und der Tabellen können wir folgendes 
feststellen. 

Die Versuchsflächen 14 und 15 sind gleichaltrige Fichtenbestände 
und ihr Boden ist von der gleichen Beschaffenheit. Es ergibt sich nun 
einwandfrei, daß die Änderungen bzw. die zeitlichen Änderungen des 
biologischen Aktivitätszustandes des Bodens im allgemeinen von 
quantitativen Änderungen des Ä-Faktors (Wassergehalt des Bodens 
multipliziert mit der Bodentemperatur) 1 entscheidend beeinflußt werden. 
Auch zwischen dem allgemeinen Verlauf des Mikrobenlebens, ermittelt 
auf Grund der mit der pH- und mit der Plattenmethode gewonnenen 
Werte, besteht eine weitgehende Gleichläufigkeit. Die Ergebnisse sind 
derart überzeugend, daß man eigentlich dazu keine besonderen Be- 
merkungen zu machen braucht. 

Die Größenoidnungen der Verhältniszahlen, die die Unterschiede 
zwischen der pH- und Plattenmethode ausdrücken, sind recht variabel. 
Eine Regelmäßigkeit konnte auf Grund der bisherigen Untersuchungen 
noch nicht ermittelt werden. Die Grenzen schwanken in den meisten 
Fällen von rund 3 bis 6. Daß die Aktivitätsgrade der pH-Methode, 
die als Kulturmedium den Boden selbst verwendet, größere Mikroben- 
zahlen ergibt als die mehr künstliche Plattenmethode, wurde oben 
schon gesagt. 

Bei den übrigen beiden Versuchsflächen finden wir ungefähr das 
gleiche Bild. Die Versuchsfläche 20b ist ein Laubwald. Die quantitative 


1 Um negative -Werte zu vermeiden, werden die Temperaturgrade 
lim 10 vergrößert. 
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Entwicklung der Bakterienzahlen und der Aktivitätsgrade weicht hier 
nicht besonders von der quantitativen Entwicklung der Bakterien- 
zahlen der Fichtenwaldböden ab. Auch die Zusammenhänge mit dem 
i?-Faktor sind in gleicher Weise zu erkennen. Kleinere Abweichungen 
in der dynamischen Entwicklung finden wir auf der Kontrollfläche 24, 
einem brachliegenden Freilandboden. Diese Abweichungen sind aber 
derart bedeutungslos, daß sie den allgemeinen Gang nicht zu ver- 
schleiern vermögen. Nur darauf möchten wir hinweisen, daß der Verlauf 
der Kulmination der Aktivitätsgrade in den Fichtenwaldböden etwas 
mehr ausgeglichen ist als in dem Boden des Laubwaldes. Dieser Unter- 
schied ist darauf zurückzuführen, daß der Fichtenwaldboden infolge 
der stärkeren Beschattung den Temperatureinflüssen und auch der 
Austrocknung nicht so regellos preisgegeben ist wie der Laub- 
waldboden. 

Diese Ergebnisse, die einer Beobachtungszeit von 2 1 j 2 Jahren 
entsprechen, beweisen daher die Brauchbarkeit der von Fehür ein- 
geführten neuen Methode (1, 3). Die Änderungen des Aktivitäts- 
grades sind viel mehr geeignet, den jeweiligen biologischen Zustand des 
Bodens zu charakterisieren als die Änderungen der Bakterienzahlen, die 
als solche nichts Wesentliches auszusagen vermögen. 

Um wenigstens orientierungsweise auch die bereits ermittelten 
quantitativen Grade mit dem J?- Faktor im Zusammenhang bringen zu 
können, haben wir auf den untersuchten Versuchsflächen dieses Ver- 
hältnis bildlich als Parabelfunktionen dargestellt (siehe Abb. 2, S. 32). Die 
Parabelkurven wurden konstruiert, indem zunächst die verschiedenen 
i? -Werte mit den Intervallen von 10 gruppiert, zu den so gebildeten 
Gruppen, also zu den Gruppen 200, 210, 220, 230 usw., die zugehörigen 
Aktivitätsgrade ausgesucht, ihre Mittelwerte gebildet und durch diese 
die Kurven gelegt wurden. Als Grundlage wurden die Beobachtungen 
der Jahre 1934—36 benutzt. Die bildliche Darstellung beweist, daß man 
schon auf Grund dieser wenigen Daten die Parabelfunktionen sehr gut 
konstruieren kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen 
stimmen also vollkommen mit denjenigen der früheren überein (4). 

Es ist nicht zu vermeiden, daß bei der Konstruktion der Parabel - 
funktionen eine gewisse Streuung der Punkte zustande kommt. Die Ursache 
liegt in der Untersuchungstechnik. Die Bodentemperatur wird nämlich als 
Monatsmittel aus den Tagestemperaturen berechnet, der Wassergehalt 
dagegen wird nur einmal unmittelbar nach der Probeentnahme bestimmt. 
Ganz anders ist aber der Fall, wenn wir die Frage experimentell untersuchen, 
wobei viel genauere Ergebnisse erzielt werden können. Darüber werden 
wir in einer folgenden Arbeit eingehender berichten. 

Die einzelnen Funktionen sind in ihrem Verlauf etwas verschieden. 
Diese Erscheinung ist in der Eigenart des Bodens begründet, die für jede 
Bodengattung charakteristisch ist. 
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Aktivitätsgrades. 

Wenn wir die bisher üblichen Methoden der mikrobiologischen 
Bodenforschung vergleichend betrachten, so erkennen wir sehr bald 
ihre Unzulänglichkeit. Diese ist erstens in der Technik der Methode 
begründet und zweitens darin, daß keine dieser Methoden imstande ist, 
etwas über die tatsächliche biologische Aktivität des Bodens unabhängig 
von der Zeit der Untersuchung auszusagen. Man hat meistens mit den 
Zahlen der Mikroorganismen gearbeitet. Diese Zahlen können indessen 
nur relativ gewertet werden und bilden keinen Maßstab für die Aktivität 
des Bodens. Auch ergeben die einzelnen Zählungsmethoden derartige 
Unterschiede zwischen den Bakterienzahlen, daß man zwischen ihnen 
eigentlich keinen richtigen ursächlichen Zusammenhang feststellen 
kann. Daher kann der weitere Fortschritt des methodischen Ausbaues 
der biologischen Bodenforschung nur dadurch erzielt werden, daß man 
bestrebt sein muß, nicht die meistens kaum etwas aussagende Zahl, 
sondern vielmehr die quantitative und qualitative Leistung und Tätig- 
keit dieser Mikroorganismen zu erfassen. 

Aus diesem Grunde ist die von Fehfr vorgeschlagene pH-Methode 
grundverschieden von dem Wesen der übrigen Methoden. Die pn-Ände- 
rungen stellen nämlich eine Endwirkung des gesamten Bodenlebens 
dar, die durch das komplexe Einwirken aller Mikroorganismen des 
Bodens auf seinen biochemischen und biophysikalischen Zustand erreicht 
wird. Die Veränderungen der pH-Zahlen sind also wenigstens annähe- 
rungsweise ein physiko-chemischer, exakter Ausdruck für die Energetik 
des Bodenlebens. Ihre Bedeutung wird auch dadurch erhellt, daß sie 
nicht allein die Arbeit der Bakterien, sondern die Arbeit der gesamten 
Mikrobenbevölkerung des Bodens erfassen. Aber auch mit dieser 
Methode wird man auf dem bisher eingeschlagenen Wege nur die Ver- 
änderungen des biologischen Bodenzustandes auf induktivem Wege, 
je nach dem Zeitraum, feststellen können. Man kann also immer nur ein 
Bild der Vergangenheit entwerfen. Es ist klar, daß auch auf Grund 
dieser Erkenntnis schon gewisse Folgerungen für die Zukunft ab- 
geleitet werden können. Aber auch in diesem Falle sind wir noch 
immer nicht in der Lage, über den biologischen Energiegehalt oder 
über die biologische Aktivität eines Bodens in einem beliebigen Zeit- 
punkt etwas Endgültiges auszusagen. 

Die biologische Aktivität des Bodens ist ein Ausdruck seines 
biologischen Energiegehaltes. Da aber dessen Entfaltung durch die 
herrschenden Umweltfaktoren beschränkt oder befördert wird, so wird 
man auf Grund derart gewonnener Ergebnisse nie einen richtigen 
Ausdruck für den Energiegehalt des Bodens bekommen. Dazu müssen 
wir einen anderen Weg einschlagen. Um die Grenzen der Energie- 
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entfaltung des Bodens richtig erfassen und ausdrücken zu können, 
müssen wir vorerst die optimalen Grenzen der Außenfaktoren kennen, 
die die optimale Entwicklung des Bodenlebens überhaupt ermöglichen. 

Jeder Boden besitzt in seinen sonstigen physikalischen und chemi- 
schen Eigenschaften eine gegebene Grundlage, die die Entwicklung der 
Kleinlebewelt überhaupt ermöglicht. Diese Entwicklung, d. h. die volle 
Entfaltung der inneren biologischen Energie des Bodens, wird aber erst 
möglich sein, wenn die übrigen variablen Außenfaktoren sich im Optimum 
befinden. Von diesen Faktoren sind Wärme und Wassergehalt des 
Bodens die, welche das ganze Geschehen der mikrobiologischen Lebens- 
vorgänge innerhalb der durch den physiko-chemischen Zustand des 
Bodens gegebenen Grenzen entscheidend beeinflussen. Durch ihre 
Schwankungen entstehen alle erdenklichen äußeren biologischen 
Lebensäußerungen des Bodens. Setzt man also diese beiden im Boden 
optimal, so ist es klar, daß dadurch die inneren, bereits gegebenen 
Kräfte des Bodens die völlige Entfaltung seiner biologischen Energie 
herbeiführen werden. Dazu mußten wir aber erst durch langdauemde 
Versuche die für das Leben und für die Entwicklung der Mikroorganismen 
des Bodens charakteristischen optimalen Grenzen der Wärme und 
Feuchtigkeit ermitteln. 

Auf Grund unserer Untersuchungen wissen wir, daß das Optimum 
des Bodenlebens bei rund 25° C Bodentemperatur und bei ungefähr 25 % 
Bodenfeuchtigkeit liegt. Auf Grund dieser Erkenntnis können wir 
jetzt die biologische Aktivität eines Bodens in jedem gegebenen Zeit- 
punkt bestimmen. Wird nämlich ein Boden, der über eine gewisse 
Aktivität verfügt, unter optimale Bedingungen gebracht, so wird er 
natürlich in einer gewissen Zeit seine Lebensenergie voll entfalten 
können. Bringen wir daher eine Bodenprobe im Laboratorium unter 
optimale Feuchtigkeits- und Temperaturverhältnisse, so können wir 
nach Ablauf einer gewissen Beobachtungszeit, die zur vollen Entwicklung 
der inneren biologischen Kräfte des Bodens notwendig ist, ihn auf 
seinen tatsächlichen Aktivitätsgrad untersuchen. 

Diese optimalen Bedingungen sind aber in der Natur fast nie vor- 
handen. Es würde ein ganz seltener Zufall sein, daß in einem Wald- oder 
Ackerboden diese günstige Konstellation der beiden Faktoren zustande 
kommt. Es ist viel wahrscheinlicher, daß auch in der Haupt vegetations- 
zeit, in der das biologische Verhalten der Böden uns am meisten inter- 
essiert, ganz andere und abweichende Bedingungen vorherrschen. Nun 
wissen wir aber wenigstens in großen Zügen, in welcher Weise die beiden 
regulativen Faktoren: Wärme und Feuchtigkeit, im komplexen Sinne, 
das Bodenleben beeinflussen. Auf Grund unserer Untersuchungen 
wissen wir, daß man diesen Einfluß am besten so zum Ausdruck bringen 
kann, daß man die zahlenmäßigen Werte dieser beiden Faktoren mit- 
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einander multipliziert und einen Ausdruck bildet, der empirisch und 
rein zahlenmäßig die Wirkung dieser Faktoren ausdrückt. Diesen 
Faktor bezeichnen wir mit dem Buchstaben R. 

Andererseits wissen wir ebenfalls auf Grund langjähriger Unter- 
suchungen, wie der Faktor R die quantitative Entwicklung des Boden- 
lebens beeinflußt, daß nämlich zwischen den Änderungen der JR-Werte 
und denen der Mikroorganismen ein Verhältnis besteht, das man am 
besten durch eine Parabelfunktion ausdrücken kann. Durch diese 
weitere Erkenntnis wird uns die Möglichkeit geboten, die verschiedenen 
R - Werte im Laboratorium künstlich herzustellen und unter diesen 
Bedingungen die fraglichen Bodenproben auf ihre Aktivität zu unter- 
suchen. Das wichtigste ist dabei, daß die genaue Kenntnis dieses 
Zusammenhanges uns zeigt, daß weder die Temperatur, noch die 
Feuchtigkeit, falls sie ihre Optimumgrenzen nicht überschreiten, ein- 
seitig das Bodenleben beeinflussen können. Es ist viel mehr ihr kom- 
plexes Zusammenwirken der Hauptfaktor, der regulierend wirkt. 
Dadurch wird uns natürlich die Möglichkeit geboten, innerhalb der 
angegebenen Optimumsgrenzen die Werte von R derart zusammen- 
stellen zu können, daß eine Konstruktion der Parabelfunktion er- 
möglicht wird. Da jede Bodengattung im Augenblick der Probe- 
entnahme in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften eine 
konstante innere Energie enthält, so ist es klar, daß man zunächst diese 
Parabelfunktion konstruieren muß, um dadurch die Aktivität des zu 
untersuchenden Bodens für die in der Natur später vorkommenden 
R - Werte wenigstens annäherungsweise ausdrücken zu können. 

Durch diese Überlegungen sind wir mm insoweit weitergekommen, 
daß es uns wahrscheinlich durch den Ausbau der diesbezüglichen Methodik 
möglich sein wird, den biologischen Energiegehalt eines Bodens auf 
Grund der exakt physiko-chemischen Messungen seiner biologischen 
Zustandsänderungen in einem jeden Zeitpunkt unabhängig von der 
unbestimmten Variabilität der herrschenden Naturkräfte bestimmen 
und auch wenigstens annäherungsweise Voraussagen zu können. 

Um das bis jetzt Gesagte kurz zusammenfassen zu können, möchten 
wir zunächst noch folgendes theoretisch feststellen: 

Wenn man den Aktivitätsgrad des Bodens im Augenblick der 
Entnahme der Bodenproben mit At bezeichnet und unter A den 
Aktivitätsgrad versteht, der unter optimalen Bedingungen erreicht 
werden kann, so müssen wir unter dem Ausdruck Ai = A — A\ die 
latente Aktivität des Bodens (A t ) verstehen, die infolge der Unzulänglich- 
keit der in dem gegebenen Zeitpunkt herrschenden Außenfaktoren nicht 
zustande kommen kann. 

Wir dürfen aber nicht vergessen, daß der Ausdruck A schon eine 
Größe bedeutet, die auch von dem jeweiligen physiko-chemischen 
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Zustand des Bodens, also von dem organischen und anorganisehen 
Nährstoffvorrat und von den physikalischen Eigenschaften usw., ent- 
scheidend beeinflußt wird. Diesen Ausdruck werden wir am besten 
dadurch analysieren können, daß wir die biologisch-energetische Kraft- 
entfaltungsmöglichkeit des Bodens (Atmung, Zersetzung usw.) der 
Bodenmikroflora mit M bezeichnen, die physiko-chemischen Eigen- 
schaften, die eigentlich die innere Grundlage für das Mikrobenleben 
abgeben, in ihrer Gesamtheit mit dem Buchstaben tj ausdrücken und 
für jede Bodengattung in dem Zeitpunkt der Probeentnahme als charak- 
teristisch und konstant betrachten, da diese von den regulativen Außen- 
faktoren: Wärme und Feuchtigkeit unmittelbar nicht beeinflußt werden 
kann. Infolgedessen wird 

A ~rj . M. 

Auf Grund des jetzt Gesagten möchten wir für den allgemeinen 
Gang der Untersuchung auf Grund unserer bisherigen Vorversuche 
folgenden Weg vorschlagen: 

1. Es wird zunächst für die zu untersuchende Bodengattung nach 
der Bestimmung des Humusgehaltes und ihrer wichtigsten biophysikali- 
schen Eigenschaften die Zeit ermittelt, die für die optimale Entwicklung 
der Bodenmikroflora je nach den verschiedenen Jahreszeiten notwendig 
ist. Es wird also eine Anzahl von Proben des gleichen Bodens zunächst 
auf 25 % Feuchtigkeitsgehalt gebracht, sodann im Thermostaten (25° C) 
gehalten und in gleichen Zeitintervallen untersucht, bis der Höhepunkt 
der quantitativen Entwicklung der Mikroorganismen erreicht wird. 

2. Nach der Ermittlung dieser Zeit werden die verschiedenen Werte 
von i?, die zur Konstruierung der Parabelfunktion notwendig sind, 
künstlich hergestellt, am besten durch Variation des Feuchtigkeits- 
gehaltes bei konstanter Temperatur, wodurch der Gang der Analyse 
wesentlich vereinfacht wird. Sodann wird die Bodenprobe bei kon- 
stanter Temperatur auf die vorher berechneten Stufen des Feuchtigkeits- 
gehaltes gebracht, die Zeit hindurch, die in 1. ermittelt wurde, im 
Thermostaten gehalten und endlich auf ihren Aktivitätsgrad mit der 
PH-Methode untersucht. Um auch die Werte von Ai berechnen zu 
können, wird ein Teil der Bodenproben gleich nach der Entnahme 
mikrobiologisch mit Hilfe der pn-Methode analysiert. 

Es versteht sich von selbst, daß die Untersuchung für diese R -Werte 
erfolgt, die in der Hauptvegetationszeit, also im Spätfrühling und im Sommer, 
vorzukommen pflegen. Man ermittelt also immer den Ä- Wert des optimalen 
Feuchtigkeit«- und Temperaturgrades und dann vier bis fünf Werte von R $ 
möglichst in gleichen Abständen und innerhalb der Optimumgrenzen von 
Temperatur und Feuchtigkeit, die in der Vegetationszeit gewöhnlich Vor- 
kommen. Ist dann einmal die Parabelfunktion konstruiert, so wird man 
auch die den anderen Werten von R entsprechenden Punkte der quantita- 
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tiven Entwicklung der Mikroflora wenigstens annäherungsweise bestimmen 
können. 

Bei der Herstellung der Ä-Werte muß man natürlich Temperaturgrade 
wählen, die zwischen den entsprechenden Optimumgrenzen liegen. Dies 
gilt auch für die Herstellung der Feuchtigkeitsgrade. In allen Fällen müssen 
wir vermeiden, daß infolge von zu niedrigen oder von zu hohen Werten 
dieser Faktoren eine begrenzende Wirkung eintritt, die dann den dynamischen 
Verlauf der ganzen Erscheinung verschleiert. 

Ausdrücklich ist zu betonen, daß die exakte Ermittlung des Zeit- 
punktes, bei dem die optimale Entwicklung der Mikroorganismen oder 
besser gesagt ihrer Arbeitsleistung erfolgt, von grundlegender Bedeutung 
ist. Nach diesem Zeitpunkt wird nämlich infolge der langsamen Ab- 
nahme des organischen Nahrungsvorrates dieser als begrenzender 
Faktor wirken und die weitere quantitative Entwicklung und Arbeit 
der Mikroorganismen seinerseits imgünstig beeinflussen. In der freien 
Natur wird nämlich unter den fallweise gegebenen Umständen ein 
gewisser Ersatz aus den noch nicht vollständig verarbeiteten or- 
ganischen Abfallresten des Bodens bis zu einer gewissen Grenze möglich 
sein. Auch die Stoffwanderung nach der Tiefe spielt hier eine nicht 
unerhebliche Rolle. 

Bei der Untersuchung im Laboratorium, wo die Bodenproben aus 
ihrer natürlichen Lagerung entfernt und aus ihrem Zusammenhang mit 
dem vitalen Stoffkreislauf des Bodens befreit sind, wird natürlich ein 
Ersatz nicht mehr möglich sein. Daher ist die Bestimmung des Zeit- 
punktes der optimalen Lebensentwicklung der Mikroorganismen für die 
Durchführung dieser Untersuchungen von ausschlaggebender Bedeutung. 
Es muß auch berücksichtigt werden, daß dieser Zeitpunkt der optimalen 
Entwicklung auch von der Größe der latenten Aktivität abhängt. Im 
Winter, wo die Werte von Ai am größten sind, wird der Boden für seine 
optimale Energieentfaltung mehr Zeit beanspruchen als im Sommer, 
wo die Werte von Ai am geringsten werden. 

Auch die Wirkung der verschiedenen Werte von B auf den Zeit- 
faktor muß noch experimentell erforscht werden. 

Auch welche organische und anorganische Faktoren dann außer 
dem Humusgehalt und den wichtigsten physikalischen Eigenschaften 
des Bodens (Luftkapazität, Wasserkapazität, Porosität) noch für die 
quantitative Charakterisierung von rj berücksichtigt werden sollten, 
müssen weitere Untersuchungen entscheiden. In einer folgenden Mit- 
teilung werden wir über unsere bisherigen Ergebnisse berichten. 

Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, daß zwischen Ä-Wert des Bodens (Temperatur 
x Feuchtigkeit) und seinem Mikroorganismenleben eine unmittelbare 
Beziehung besteht. 
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Besser als durch Zahlung der Bakterien wird der biologische Zu- 
stand des Bodens durch seinen Aktivitätsgrad gekennzeichnet, der 
angibt, bei welcher Verdünnung der Bodenaufschwemmung in dem 
gleichen, vorher sterilisierten Boden noch biologisch bedingte Ver- 
änderungen eintreten. Als Maßstab dienen die Veränderungen des 
^H-Wertes, die man bestimmt. 

Es wird ein neuer Weg vorgeschlagen, der erlaubt, nicht nur den 
augenblicklichen Aktivitätsgrad des Bodens zu erfassen, sondern auch 
seine maximale biologische Leistungsfähigkeit zu ermitteln. 
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(Aus dem Institut für landwirtschaftliche Bakteriologie der Universität 

Göttingen.) 

Über Eiweißbildung durch Bakterien. 

I. Mitteilung: 

Erfahrungen bei der Herstellung einer synthetischen Nährlösung mit Glykokol) 

als Stickstoff quelle. 

Von 

August Rippel, 

unter Mitwirkung von Brigitte Lehmann f 1 - 
(Eingegangen am 10. Januar 1937.) 

Das Ziel dieser und weiterer geplanter Untersuchungen ist ein 
doppeltes: Einmal sollte festgestellt werden, wieweit Bakterien aus den 
Verdauungsorganen des Rindes imstande sind, einfache Stickstoff- 
verbindungen zum Aufbau von Eiweiß zu verwenden; es sollten sich 
daraus Gesichtspunkte ergeben für die mögliche Beteiligung von Mikro- 
organismen an einem Eiweißaufbau aus Stickstoffverbindungen nicht- 
eiweißartiger Natur in den Verdauungsorganen der Wiederkäuer. Dabei 
soll hier nicht die Frage erörtert werden, ob ein solcher Aufbau überhaupt 
in nennenswertem Maße stattfindet, und zutreffendenfalls, ob er unter 
Beteiligung von Mikroorganismen oder ausschließlich durch solche 
erfolgt. 

Sodann kam als weiterer Gesichtspunkt die Eiweißbildung durch 
Mikroorganismen überhaupt hinzu, die namentlich da von besonderem 
Interesse ist, wo es sich um Mikroorganismen handelt, denen anorganische 
Stickstoffverbindungen nicht ohne weiteres leicht zugänglich sind, eine 
Frage, die bisher, in Hinsicht auf eine mögliche praktische Verwertbar- 
keit, fast ausschließlich an Hefe untersucht wurde. 

Die rein praktischen Gesichtspunkte sollen indessen hier zurück- 
treten; es sollen vielmehr lediglich die Grundlagen der Eiweißbildung 
überhaupt untersucht werden. Nur insoweit waren praktische Gesichts- 
punkte maßgebend, als versucht werden sollte, eine möglichst quanti- 
tative Umsetzung der Stickstoffverbindungen zu erzielen, und zwar 
bei Konzentrationen, die annähernd den Verhältnissen im Tierkörper 
entsprechen würden (vgl. S.48f). 

Eine vorläufige Beschränkung erhielt der Arbeitsplan dadurch, 
daß zunächst nur mit der einfachsten Aminosäure, dem Glykokoll, das in 
neuerer Zeit auf Ersatz des Futtereiweißes bei Wiederkäuern geprüft 
ist, und weiterhin auch nur mit einem Bakterium gearbeitet wurde. 
Die gewonnenen Gesichtspunkte sollen künftig auf andere Stickstoff- 

1 Am 24. Februar 1937 verstarb meine treue Mitarbeiterin. 
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Verbindungen und Mikroorganismen angewendet, bzw. es sollen auf- 
tretende Verschiedenheiten auf ihre Ursachen untersucht werden« 
Daß die zunächst vorgenommene Beschränkung richtig war, zeigen 
die bei Herstellung einer synthetischen Nährlösung bei nur einem 
Organismus auftretenden Schwierigkeiten, die im folgenden geschildert 
werden; sie lagen hauptsächlich in den gestellten quantitativen Forde- 
rungen. Insbesondere soll später noch festgestellt werden, wieweit das 
isolierte Bakterium zur normal vorhandenen Darmflora gehört, und 
wie sich weiter zu isolierende Mikroorganismen verhalten. 

Das zu den Versuchen verwendete Bakterium , Bacillus glycinophilus nov. spcc . 1 

Da sich erst im Verlaufe der Untersuchungen die geeignete Zusammen- 
setzung der Nährlösung ergab, so wurde die Anreicherung zur Isolierung eines 
Bakteriums, das Glykokoll als Stickstoffquelle verwertet, in einer anders zu- 
sammengesetzten Nährlösung vorgenommen, wobei zunächst das Glykokoll 
auch als Kohlenstoffquelle diente (vgl. hierzu aber S. 43 f.). Aus einem frisch 
geschlachteten Ochsen wurden möglichst steril Proben aus Dünn- und Diok- 
darm (der Pansen ist hier nicht berücksichtigt) entnommen und eine 
Platinöse davon in eine Glykokollnährlösung folgender Zusammensetzung 
gebracht: Glykokoll 0,5 %, K 2 HP0 4 0,1 ° 0 , MgS0 4 0,02 %, NaCl, Leitungs- 
wasser; Bebrütung bei 37° C. Nach 6 Tagen, als schwache Bakterien- 
entwicklung eingetreten war, wurde in gleiche Nährlösung weitergeimpft, 
und davon wurden nach weiteren 4 Tagen Platten gegossen von gleicher 
Zusammensetzung 4- 1 % Agar. Von den auf tretenden Kolonien wurde nach 
6 Tagen auf Bouillon- Schrägröhrchen abgeimpft. Die Bakterien wuchsen gut . 
Als endgültiger Stamm wurde eine Isolierung aus Dickdarm genommen, und 
zwar ein Stamm „rund“. 

Etwa 1 1 / 1 Jahre nach der Isolierung nämlich wurde die Reinheit der 
Kulturen überprüft. Dabei stellte sich heraus, daß auf Platten zwei etwas 
verschiedenartige Kolonien auf traten, die nach der Kolonieform als „rund“ 
und „flach“ bezeichnet sind. „Stamm rund“ hatte runde (kreisförmige), 
gewölbte, auf Agar bräunliche Kolonien. Beim Abimpfen unter Vergrößerung 
mit der Mikropipette zeigten sie sich deutlich von einem Häutchen umgeben. 
„Stamm flach“ hatte lappige Kolonien, die sich bald über die ganze Agar- 
oberfläche verbreiteten. Er war stärker und länger beweglich als der „Stamm 
lund“. An allen übrigen Merkmalen verhielten sich die beiden Stämme 
jedoch gleich, so daß es sich zweifellos nicht um verschiedene Arten handelt, 
sondern um Varianten wohl nach Art von „Glatt-“ und „Rauhformen“. 
Gearbeitet wurde stets mit Stamm „rund“, wenn nicht anders angegeben 
ist (vgl. S. 56 und 57). Alle Beobachtungen, einschließlich der Glykokoll - 
Verarbeitung, wurden an Einsporkulturen (Isolierung mit dem Mikromani- 
pulator) nachgeprüft. 

Das Bakterium, das hier vorläufig kurz beschrieben werden soll, ist ein 
Sporenbildner, der mit keinem der sporenbildenden Erdbakterien zu identi- 
fizieren war. Die Stäbchen messen (auf Bouillon und auf ein Drittel Dex- 
troseagar, wie ihn Heigener verwendete) 4 bis 6, durchschnittlich 5,08 fx in der 


1 Für die freundliche Unterstützung bei der morphologischen Unter- 
suchung des Bakteriums danke ich auch an dieser Stelle Frl. Dr. Pietschmann 
bestens. 
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L&nge y 0,9 \l in der Breite. Die Sporengröße ist 1,5 bis 2,5 (i, durchschnittlich 
2,25 x 1 jx. Die Sporen sind zylindrisch. Vergleichsweise wurden für 
Bacülue aubtilis gemessen: Stäbchen 3,4 x 0,8 bis 0,9 p, Sporen 1,5 bis 
1,75 x 1 |X. Die Sporenmutterzelle ist stäbchenförmig, nur bisweilen schwach 
bauchig. Die Spore steht dem einen Ende genähert, bisweilen median. 

Das Bakterium ist lebhaft beweglich, stellt aber bei starker Beleuchtung 
die Bewegung bald ein; Vorschalten eines Rotfilters ermöglicht längere 
Beobachtung. Die Geißeln sind am lebenden Bakterium im Dunkelfeld nicht 
sichtbar zu machen, auch nicht beim Einbringen in Gummilösung, nur hin 
und wieder erscheinen sie hier an absterbenden Individuen. Die Geißel- 
färbung (nach Levenaen ; vorher noch 1 Minute Fixierung mit Osmium- 
dämpfen; diese Methode erwies sich als besser als die von Löffler oder Zettnow) 
ergab anscheinend polare Begeißelung. Doch stehen die Geißeln nicht ganz 
endständig, sondern sind ein wenig unterhalb an der Langseite des Stäbchens 
inseriert. Es erschienen genügend Bilder, die bei flüchtiger Betrachtung 
peritriche Begeißelung vortäuschten; genaues Durchmustem zeigte in- 
dessen, daß die Geißeln eindeutig um den Bakterienkörper herumgeschlagen 
waren, und daß im übrigen der Ansatz wie oben geschildert war. Auf die weitere 
Erörterung dieser Erscheinung, die für sporenbildende Bakterien ein Novum 
darstellen würde, möchte ich mich hier indessen nicht einlassen, zumal 
immer noch die Möglichkeit vorliegt, daß die median inserierten Geißeln 
leichter abreißen als die polar inserierten 

Erwähnt sei noch, daß die Geißeln außerordentlich empfindlich sind und 
durch das Antrocknen infolge der auftretenden Spannungen sehr leicht los- 
reißen, was man durch Verwendung sehr dünner Ausstriche mit schnellem 
Antrocknen etwas mildem kann. Ferner scheint das Losreißen durch 
Suspension der Bakterien in Gummilösung (5 bis 20%) gemildert zu sein. 
Das hat weiter den Vorteil, daß dabei nicht die störenden Niederschlage 
auf treten, die in Boui Honpräparaten erscheinen. 

Als Inhaltstoff wurde auf ein Drittel Dextroseagar (s. oben) sowie in 
Bouillon lediglich Glykogen gefunden, kein Volutin und kein Fett. Jedoch 
zeigten die Bakterien aus dem Bodensatz einer älteren flüssigen Bouillon - 
kultur Fett, was offenbar als degenerative Verfettung anzusehen ist. Hier 
fanden sich auch nur vereinzelt Sporen. 

Die Gramfärbung ist negativ; die Bakterien entfärben sich in weniger 
als 1 / t Minute. Bei der Sporenanlage wird die Gramfärbung labiler. 

Auf steriler Kartoffelscheibe gutes Wachstum mit glänzendem, bräun- 
lichem, nicht allzu dickem Belag. Gasbildung in Dextrosebouillon fehlt. 
Wachstum gut bei 37° C, Optimum bei 40 bis 45° C. Auf flüssiger Bouillon 
eine weißliche, verhältnismäßig leicht zerreißliche und dann in Fetzen ab- 
sinkende Kahmhaut. 

LAferaturüber sicht. 

Obwohl die Frage der Eignung einzelner Aminosäuren für die 
Eiweißsynthese durch Mikroorganismen viel behandelt worden ist, 
liegen doch, namentlich für Bakterien, nur wenige quantitative Angaben 
vor. Wir beschränken uns hier im allgemeinen auf das Glykokoll. In 
den meisten Fällen wird lediglich angegeben, ob das Wachstum besser 
oder schlechter war; nur bei Pilzen findet sich häufiger die Angabe der 
Myoelemte. Zudem wird die Frage der Glykokoll- bzw. Aminosäure- 
Verarbeitung meist verknüpft mit der Frage nach der Eignung als 
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einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle. So wichtig das auch, nament- 
lich in Hinsicht auf den Chemismus des Aminosäureabbaues, ist, so ist 
diese Frage doch vom ökonomischen Standpunkt aus belanglos. 

Denn die Eignung als Kohlenstoffquelle ist nicht nur abhängig 
von der chemischen Natur der betreffenden Verbindung, sondern auch 
von dem Stickstoff-Kohlenstoff- Verhältnis darin. Da Glykokoll 18,7% 
Stickstoff enthält, so würden 100 g Glykokoll nur dann restlos in Eiweiß 
überführt werden können, wenn daneben noch 17 g Zucker vorhanden 
wären (100 + 17 = 117 g mit 18,7 g N = 16%)- Hierbei sind aber 
weder stickstofffreie Körpersubstanzen berücksichtigt noch Atmungs- 
material. Unter allen Umständen muß also die Ausnutzung des Glyko- 
kolls erheblich besser sein, wenn eine besondere Kohlenstoffquelle zu- 
gegen ist. Fehlt diese, so kann nur das Kohlenstof fskelett des Glykokolls 
selbst als Bau- und Atmungsmaterial dienen ; die Hauptmenge des Stick- 
stoffs bleibt ungenutzt und erscheint gegebenenfalls als Ammoniak, 
dessen Anhäuf ung allein schon die weitere Verarbeitung zum Stillstand 
bringen kann, so daß unter Umständen aus diesem Grunde nicht einmal 
der Kohlenstoff des Glykokolls voll ausgenutzt würde. Unterschiede 
von Mikroorganismen bei Glykokoll als einziger Stickstoff- und Kohlen- 
stoffquelle besagen also zunächst nichts in Hinsicht auf eine bessere 
oder schlechtere Verwertbarkeit als reine Stickstoffquelle, da sekundäre 
Erscheinungen hinzukommen können. Obwohl das Gesagte selbst- 
verständlich ist, muß doch an dieser Stelle, wo es sich um quantitative 
Feststellungen handelt, darauf hingewiesen werden, zumal in der 
Literatur diese Dinge meist nicht scharf genug betont weiden. Hier 
ist im allgemeinen nur die Literatur über Glykokoll als Stickstoff quelle 
berücksichtigt ; im übrigen vergleiche man Heigener. 

Für Pilze ist Glykokoll im allgemeinen eine ausgezeichnete Stickstoff - 
quelle ( Aseomycetes bzw. Fungi imperjecti , Mucorineae ), wie zahlreiche 
Untersuchungen gezeigt haben. Zu der bei Czapek (S. 164/165) angeführten 
Literatur sei noch auf Hochapjel , ferner Waksman und Lomanitz sowie 
Ander son und Emmart vei wiesen. Nach Zaleski und Pjukow verbraucht 
allerdings Aspergillus niger in Gegenwart von Ammoniumlactat kein Glyko- 
koll, wohl aber in Gegenwart von Ammonsulfat, dann jedoch weniger als 
von diesem. Nach Abderhalden und Rona enthielt Aspergillus niger , auf 
Glykokoll auf gewachsen, qualitativ die gleichen Aminosäuren wie bei 
Wachstum auf Nitiat als N- Quelle. 

Auch Hefen können Glykokoll verarbeiten ( Czapek , S. 161/162). Nach 
Pirchle war die Verwertung allerdings schlechter als die von Ammonsulfat 
und entsprach etwa der des Nitrats. Auch Wagner fand recht schlechte 
Verwertung bei Preßhefeerzeugung. Nielsen stellte endlich fest, daß für die 
Verarbeitung von Aminosäuren durch Hefe Wuchsstoffe notwendig sind. 

Für Actinomycete8 liegt eine Angabe von Waksman und Lomanitz vor, 
wonach Glykokoll verwertet wird; die N-Aufnahme wurde hier auch quanti- 
tativ bestimmt. 

Für Bakterien finden sich zahlreiche Angaben; jedoch ist mir nur eine 
quantitative von Waksman und Lomanitz bekannt, wonach Pseudomonas 
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fluorescens in 9 Tagen eine Ausbeute von 10,3 % des Glykokollstickstoffs 
ergab ; es wurde allerdings eine Nährlösung mit der hohen Glykokollgabe von 
1 % verwendet. Die Fluorescens- Gruppe scheint Glykokoll besonders gut 
anzugreifen, wie sich aus den qualitativen Angaben von den Dooren de Jong 
ergibt. Für Ps, pyocyaneus vergleiche man noch Supniewski ; bei diesem 
Organismus fand Acklin allerdings keine Verwertung. 

Auch sonst sind die Verhältnisse bei den Bakterien wenig durchsichtig. 
Einmal erlauben die nur qualitativen Angaben kein sicheres Urteil. Immer- 
hin geht jedoch aus den Versuchen von Stapp sowie H eigener ein bemerkens- 
werter Unterschied zwischen verschiedenen erdbewohnenden Sporenbildnem 
hervor, allerdings in der Ausnutzung des Glykokolls als einziger Stickstoff - 
und Kohlenstoff quelle, so daß der oben erwähnte Übelstand in Erscheinung 
treten konnte. Sodann aber kann nicht festgestellt werden, wieweit die 
Zusammensetzung der Nährlösung für die jeweiligen Bakterien optimal war. 
Aus den unten S. 56 f. mitgeteilten Versuchen geht die Bedeutung dieses 
Umstandes hervor. Auch Stämme der gleichen Art können sich auf gleicher 
Nährlösung verschieden verhalten. Kondo berichtet beispielsweise, daß die 
einzelnen Stamme von Mycobacterium tuberculosis , Typus humanus und 
bovinuß , bei Acetat als Kohlenstoff quelle teilweise wuchsen, wenn auch sehr 
langsam, teilweise jedoch nicht. Ähnliches geht aus Angaben von Braun 
\md Mitarbeitern über Bacillus typhi und M. tuberculosis hervor. 

Für Propionsäurebakterien (Propionibacterium Zeae) geben Fromageot 
und Piret schlechte Verwertung von Glykokoll an, während Ammoniak 
viel besser verwertet wurde. Aber Wachstum trat mit Glykokoll als 
Stickstoff quelle (Trübungsmessung!) nur in Gegenwart von Mais- (Polenta-) 
Extrakt auf. 

Aus den Angaben von Orla-Jensen über Milchsäurebakterien , wobei 
nur mit Gemischen von Stickstoffquellen gearbeitet wurde, läßt sich für 
unsere Zwecke nicht viel entnehmen. Der Verfasser geht von dem Grundsatz 
aus, einzelne Aminosäuren zu ersetzen, um festzustellen, ob sie notwendig 
seien, und steht im übrigen auf dem Standpunkt, daß „diese einfachen 
Aminosäuren keine physiologische Bedeutung für die Milchsäurebakterien 
haben“, womit natürlich die Fragestellung auch ganz anderer Art ist als 
die unsenge. 

Für Azotobacter fand Thompson Glykokoll (0,1 ° () ) ungeeignet und 
spricht von toxischer Wirkung. Aus den unten S. 56 angeführten Versuchen 
geht indessen eine gewisse Verwertbarkeit hervor. Über weitere Angaben 
für Bakterien vergleiche man Heigener. 

Von Besonderheiten sei noch erwähnt, daß Glincka - Tchernorutzky 
besseres Wachstum von Bacillus rnycoides auf Glykokollnälirlösung erzielte, 
wenn er zu 0,1 % K 2 HP0 4 in der Nährlösung noch 0,1 % hinzufügte, was 
etwas in der Richtung eigener Feststellungen (unten S. 50) liegt. 

Jedenfalls ergibt sieh aus allen diesen Beobachtungen, in Verbindung 
mit den unten zu schildernden eigenen Ergebnissen, daß unbedingt 
systematisch nach einer für den jeweiligen Organismus geeigneten 
Nährlösung gesucht werden muß, bevor man endgültig über die Ver- 
wertung des Glykokolls urteilen kann. Wie schon gesagt, wurde von den 
bisherigen Versuchsanstellem stets nur eine einheitliche Nährlösung 
benutzt, und vor allem wurde niemals die Wirkung der einzelnen Be- 
standteile der Nährlösung eingehend geprüft, von den letzterwähnten 
kurzen Angaben abgesehen. 
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Aber die Frage der Verarbeitung des Glykokolls und der Amino- 
säuren überhaupt hat noch eine andere Seite. Man fragt* im allgemeinen 
lediglich nach der Nährstoffwirkung an sich und berücksichtigt zu wenig 
die Möglichkeit sonstiger Wirkungen der Aminosäuren, die in Betracht 
kommen könnten. Nur in der medizinischen bzw. tierphysiologischen 
Iiteratur tritt der Begriff der spezifisch dynamischen Wirkung der 
Aminosäuren auf (s. unten). Eine Durchsicht der Literatur zeigt nun 
dreierlei Erscheinungen: 

Einmal ist festgestellt, daß Aminosäuren stark atmungshemmend auf 
Mikroorganismen wirken. Boltjes konnte zeigen, daß die Giftwirkung von 
organischen Stoffen, insbesondere von Pepton, auf Nitrit- und Nitrotbildner, 
auf der erwähnten Eigenschaft der Aminosäuren beruht, die schon vor ihm 
Meyerhof 1 gezeigt hatte. Ich lasse hier dahingestellt, ob es sich um eine 
Wirkung handelt, die auf bestimmte Mikroorganismentypen beschränkt ist. 
Ebenso muß dahingestellt bleiben, ob diese Giftwirkung auf die Komplex - 
bildung der Aminosäuren mit Metallen (vgl. unten S. 47) zurückzuführen 
ist. Es ist indessen nicht ganz einzusehen, daß diese sich nicht ebenso wie 
bei anderen Metallkomplexbildnem (Blausäure) auswirken sollte. Es kann 
jedoch vorläufig noch nicht weiter darauf eingegangen werden 1 . Nach 
Webster verhindert jedenfalls Kaliumcyanid die Oxydation von Aminosäuren 
durch Ps. pyocyaneus , zu der offenbar Gegenwart von Eisen erforderlich sei. 

Andererseits aber wirken Aminosäuren stark atmungsfördemd, wie 
z. B. Schwabe (dort auch weitere tierphysiologische Literatur) für submerse 
Pflanzen zeigte. Beide Feststellungen lassen sich im Augenblick schwer 
vereinigen. Meyerhof indes, der durch Aminosäuren bei der tierischen Leber 
Atmungssteigerung fand, nicht aber beim tierischen Muskel, weist darauf 
hin, daß die Steigerung mit Desaminierungsvorgängen Zusammenhängen 
könne und dann möglicherweise nichts anderes sei als die Atmungssteigerung 
durch Milch- oder Brenztraubensäure über die Kohlenhydrat synthese 
(spezifisch -dynamische Wirkung der Aminosäuren). Beim Fehlen der 
Atmungssteigerung im tierischen Muskel fehlte nämlich auch die Ammoniak- 
bildung. 

Drittens sei noch auf die Erscheinung der Chemodinese hingewiesen» 
wie sie durch Aminosäuren ausgelöst wird ( Fitting , vgl. ferner Hammett). 

Eines geht jedenfalls aus diesen Betrachtungen hervor, daß im 
Falle der Nichtverwertbarkeit von Glykokoll, wie auch von anderen 
Aminosäuren, nicht ohne weiteres die einfache Formel aufgestellt 
werden kann : Der Organismus vermag einfache Aminosäuren nicht zur 
Eiweißsynthese zu verwenden. Denn die Ursachen des Nichterfolges 
können ganz andere sein wie solche des bloßen Stickstoff- Stoffwechsels. 

Von weiteren Besonderheiten sei noch erwähnt, daß nach Ochmann 
Aminosäuren einen ganz verschiedenen Einfluß auf die Sporenbildung von 
Hefen hatten. Besondors auffallend ist, daß Glykokoll die Sporenbildung 
von Schizosaccharomyces Pombe außerordentlich förderte (12,6 % Sporen, 

1 Vielleicht handelt es sich bei dem von Korinek und Bdbibka beob- 
achteten Heraustreten von Stoffen aus abgekochten Bakterien, die Kupfer - 
ionen in komplexe Form überführen, um eine Wirkung von Aminosäuren. 
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während sonst der höchste Wert 6,6 betrug) ; bei anderen Hefen war diese 
Glykokollwirkung aber nicht vorhanden. 

Lieben stellte bei fehlendem Zuckerzusatz geringere Kohlensäureent- 
wicklung sauerstoffgeschüttelter Hefe bei Glykokollzusatz und geringen 
Glykokollverbrauch fest bzw. keinen Einfluß, wenn man die Zahlen als 
innerhalb der Fehlergrenze liegend ansieht. Lieben und Bauminger erhielten 
nur unter bestimmten Bedingungen bei Zuckergegenwart Erhöhung der 
C0 2 -Bildung, sonst war kein Einfluß von Glykokoll zu beobachten (vgl. 
weiter Lieben und Molnar über die Wirkung von Glykokoll auf Acetaldehyd* 
und Alkohol-Verarbeitung durch Hefe). Meyerhof (2) fand keinen Einfluß 
des Glykokolls auf die Atmung, Zeller keinen auf die Gärung der Hefe; 
Nicolai stellte bei B. coli und Glykokoll als Nährsubstrat nur ein Viertel der 
Atmungsgröße bei Glucose fest, in Gegenwart von Glucose aber Atmungs- 
steigerung durch Glykokoll. Nach Puriewitsch war das Verhältnis aus- 
geschiedene Kohlensäure /Trockensubstanz bei Aspergillus niger und Glyko- 
koUemährung (ebenso bei anderen Aminosäuren) besonders gering. Anderson 
und Emmart fanden für Fusarium oxysporum keine Atmungssteigerung durch 
Aminosäuren, eher eine Hemmung. 

Es erscheint jedoch unmöglich bzw. verfrüht, alle erwähnten Beob- 
achtungen unter einheitlichen Gesichtspunkten zu betrachten, da, wie 
gesagt, die Aminosäuren Wirkungen offenbar ganz verschiedener Natur 
entfalten können. 


Methodik der Eiweißbestimmung . 

Gemäß dem Zweck der Arbeit wurde in den Kulturen stets das gebildete 
Eiweiß bestimmt, und zwar nach der Methode von Bamstein , womit natürlich 
auch die WachRtumsgröße der Bakterien erfaßt ist. Die Kulturlösungen 
wurden, soweit sie durch Ammoniakbildung alkalisch waren, vor der Eiweiß - 
fällung mit »Säure neutralisiert. Beim Arbeiten mit Aminosäuren können bei 
Verwendung der Bamstein -Methode Schwierigkeiten auftreten, die darin 
begründet sind, daß Aminosäuren mit Kupfer Komplexverbindungen 
ergeben, was schon an der tiefblauen Farbe, wie bei der Kupfer- Ammoniak- 
Komplexverbindung, zu sehen ist. Beim Vorhandensein größeier Mengen 
von Aminosäuren können so Fehler entstehen dadurch, daß nicht mehr 
genügend Kupfer zur Eiweißfällung übrig bleibt, wie Tabelle I an einigen 
Zahlen zeigt. Bei größeren Glykokollmengen muß also die Kupfersulfat- 
menge vergrößert werden, selbstverständlich unter entsprechender Er- 
höhung der Laugenmenge. Eine Adsorption des Glykokolls durch den 


Tabelle 1. 
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Kupfermederschlag kann dabei etwas störend wirken, hält sich jedoch in 
mäßigen Grenzen. Wir fanden z. B. in reinen Glykokollnährlösungen mit 
100 mg Glykokoll, bei Gegenwart von 0,1 % Agar, in dem Niederschlag von 
60 ocm Kupfersulfat 0,70 mg Stickstoff gegenüber 0,42 mg bei 26 ccm 
Kupfersulfat. In Gegenwart von 26 mg Glykokoll waren die Zahlen jeweils 
0,14 mg Stickstoff. 

Da wir jedoch bei den nachfolgend beschriebenen Versuchen stets 
nur 60 ccm einer 0,1 %igen Glykokollnahrlösung benutzten, so haben 
wir mit dem besprochenen Fehler nicht zu rechnen. Wir erwähnen 
die Beobachtung, um andere vor der gleichen Erfahrung zu bewahren. So 
hatten wir z. B. anfänglich bei orientierenden Versuchen angenommen, daß 
1 % Glykokoll, zu Bouillon zugesetzt, die Bakterien schon etwas sohädige, 
nicht dagegen in verdünnter Bouillon mit ebenfalls 1 % Glykokoll. Das war 
aber lediglich eine durch den Bestimmungsfehler verursachte Täuschung. 
Man muß dabei berücksichtigen, daß in der Bouillonnährlösung (noch 
Peptonzusatz!) 1 schon Aminosäuren vorhanden sind, so daß der Glykokoll - 
zusatz in der (auf 20 ° (> ) verdünnten Bouillon nicht so fehlerhaft wirken kann 
wie in der unverdünnten. Erhöhung der Fällungsmenge Kupfersulfat ergab 
denn auch in unverdünnter Bouillon, die 1 ° n Glykokoll enthielt, ent- 
sprechend höhere Ausbeuten. 

Jedenfalls wurde die Eiweißfällung in unseren 0,1 %igen Glykokoll - 
nährlösungen stets mit 25 ccm Kupfersulfat vorgenommen. Da zudem das 
Glykokoll durch das Bakterienwachstum verarbeitet bzw. auch zu Ammoniak 
abgebaut wird, kann die Methode in den vorliegenden Versuchen kemen 
Fehler bedingen. Ammoniak stört dabei übrigens nicht, da die Ammoniak- 
Kupfer -Komplex Verbindung in saurer Lösung (die Lösung zur Eiweiß* 
bestimmung ist ja stets schwach sauer) nicht beständig ist, was bei der 
Aminosäure -Kupfer-Komplex Verbindung der Fall ist. 

Die synthetische Nährlösung . 

Die außerordentlich zahlreichen Versuche ergaben zunächst keine 
recht befriedigende Eiweißbildung aus Glykokoll durch das Bakterium. 
Es war aber die Absicht, eine rein synthetische Nährlösung heraus- 
zufinden, die geeignet ist, bei gewöhnlicher Ösenimpfung, also bei 
verhältnismäßig geringem Aussaatmaterial, innerhalb von 2 Tagen 
bei 37° C, der Körpertemperatur, möglichst eine quantitative Ver- 
arbeitung des Glykokolls zu Bakterieneiweiß zu gewährleisten. Nur so 
konnten übersichtliche Verhältnisse, als Grundlage für weitere Versuche, 
geschaffen werden. Die angegebene zeitliche Befristung war notwendig 
mit Rücksicht auf den verhältnismäßig kurzen Aufenthalt der Nahrung 
im Tierkörper, für den man etwa 4 Tage rechnen kann. Gerade die 
Forderung eines möglichst schnellen Ablaufs des Stoffwechsels wird 
im allgemeinen nicht sehr berücksichtigt. Eine solche Nährlösung wurde 
in folgender Zusammensetzung gefunden, die hier kurz als Stamm- 

1 Eme Bouillonnährlösung hatte stets folgende Zusammensetzung: 
1 % gekörnte Maggifleischbrühe, 1 % Pepton ; nach Lösen abfiltrieren, 
schwach alkalisieren. Ferner wurde, wie bei der Glykokollnährlösung, bei 
den vorliegenden Versuchen stets 1 % Glucose hinzugefügt. 
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nährlösung bezeichnet ist, da wir zuletzt hauptsächlich mit ihr arbeiteten. 
Sie kann aber, wie S. 59 gezeigt werden wird, noch weiter verbessert 
werden. Wie z. B. Tabelle X zeigt, gewährleistet sie innerhalb von 
2 Tagen eine Ausbeute von rund 80 %, d.h. 80 %des Glykokoll- S tickstoff s 
ist zu Bakterieneiweiß- Stickstoff verarbeitet. 

Stammnährlösung: Glucose 1%, Glykokoll 1 0,1%, MgS0 4 0,01 %, 
KgHPO* 0,10 %, KH,P0 4 0,62 %, FeS0 4 0,01 %, Agar0,l %, dest. Wasser. 

Wie schon gesagt, arbeiteten wir zunächst stets mit 0,1 % Glykokoll 
bei 1 % Glucose. Abgesehen davon, daß sich diese Nährlösung vorläufig als 
die günstigste erwies, hielten wir aus folgenden Gründen einstweilen daran 
fest: Glykokoll enthält 18,7% Stickstoff. Bei quantitativem Umsatz 
würden also aus 100 mg Glykokoll (N . 0,26) 117 mg Eiweiß gebildet sein. 
Nehmen wir einen Eiweißgehalt von zwei Drittel der Bakterienmasse an, so 
würden sich 175,6 mg Bakterientrockensubstanz bei 1 g Glucose ergeben, 
mithin ein Ökonomischer Koeffizient von 17,6 (Ernte bezogen auf den als 
verbraucht angenommenen Zucker). Es ist also genügend Spielraum für die 
Atmung vorhanden, und die Ausbeute ist ökonomisch einigermaßen be- 
friedigend. Wieweit man die Ausbeuten noch ökonomischer gestalten kann, 
soll durch weitere Versuche geklärt werden. Endlich wäre noch darauf 
hinzuweisen, daß die Konzentration von 0, 1 % Glykokoll annähernd der 
bei Fütterungsversuchen an Wiederkäuern verwendeten Konzentration, 
unter Berücksichtigung des aufgenommenen Wassers, entsprechen dürfte. 

Versuchsergebnisse . 

Bis die erste, befriedigende Stammnährlösung gefunden war. war 
allerdings eine große Zahl von Versuchen mit entsprechenden Fehl- 
schlagen zu erledigen. Es erscheint notwendig, die wesentlichsten Ge- 
sichtspunkte an Versuchsergebnissen zu erläutern. Auf die inneren und 
äußeren Ursachen der aufgetretenen Schwierigkeiten wird später im 
Zusammenhang noch einmal eingegangen werden (S. 61). Bei allen 
folgenden Versuchen wird der Ausdruck ,, Ausbeute“ in dem oben S. 49 
erläuterten Sinne gebraucht. 

Eine Glykokollverarbeitung fand in einer ursprünglich benutzten, 
anders als die Stammnährlösung zusammengesetzten Nährlösung zwar 
ebenfalls statt, verlief aber sehr langsam, wie Tabelle II zeigt, wozu 
noch ergänzend bemerkt sei, daß in gleicher Menge Bouillon-Pepton- 
nährlösung innerhalb 24 Stunden 5 bis 7 mg Eiweißstickstoff gebildet 
werden (Bestimmung im Zentrifugatl). Im übrigen zeigten Gesamt- 
Stickstoffbestimmungen, daß nach 19 bzw. 42 Tagen mindestens 25% 
des Stickstoffs, offenbar durch Ammoniakverflüchtigung, in Verlust 
geraten waren. Schon aus diesem Grunde war die Nährlösung also nicht 
recht brauchbar. 

1 Es handelt sich stets um synthetisches Glykokoll der „Gesellschaft 
für Kohlentechnik“ (Dortmund -Eving); für freundliche Überlassung der 
Präparate sei auch an dieser Stelle bestens gedankt. 

Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. a 
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Tabelle II. 


Tage 

mg Eiweiß-N 

Ausbeute 

Tage 

mg Elweiß-N 

Ausbeute 

4 

1,51 

20,9 


2,05 

29,5 

6 

1,70 

24,5 

19 

3,26 

47,0 

9 

1,99 

28,6 

42 

4,64 

66,8 


Nährlösung: Glucose 1%, Glykokoll 0,1%, K 2 HP0 4 0,3%, MgS0 4 
0,01%. Leitungswasser. 40 ccm in 250er Kölbchen, Jenaer 20er Glas. 
Ösenimpfung. 8. Dezember 1934. 


Bessere Ergebnisse, d. h. in wesentlich kürzerer Zeit, wurden erzielt 
durch eine „Massenimpfung“. Dabei wurden die Bakterien in 40 ccm 
Bouillon gezüchtet, nach 24 oder 48 Stunden abzentrifugiert und in 
die Glykokollnährlösung eingebracht. Der Versuch in Tabelle III ist 
ein Beispiel für zahlreiche Versuche. 

Tabelle III. 

Material || mg Eiweiß-N I Ausbeute 

Bouillon -Zen tritugat || 5,13 • 

48 8td. Kulturdauer j 14,1 ; 15,7 , 

Mittel 11 14,9 , 56,3 

72 Std. Kulturdauer 1 9,27; 14,20 23,8 bzw. 52,6 

Nährlösung: Glucose 1 %, Glykokoll 0,1%, K 2 HP0 4 0,06 %, MgS0 4 
0,01 %. 100 ccm in 500er Kolben. Jenaer 20er Glas. Impfung 30. Juli 1934. 
Zur Berechnung der Ausbeute ist der Zentrifugat- Stickstoff abgezogen. 

Es zeigen sich vor allem staike Unregelmäßigkeiten. In einem 
anderen Falle ergaben die beiden Parallelen 24,1 bzw. 84,6% Ausbeute. 
Daher soll auf diese Methodik nicht weiter eingegangen werden, da sie 
recht umständlich ist und der Erfolg auf andere Weise erreicht werden 
konnte. 

Tabelle IV. 


O/o K 2 HP0 4 1 

Eiweiß-N 

Ausbeute 

i _ 

o,i ! 

1,13 (3,25) 

, 13,0 (37,0) 

0,3 

1,27 (4,61) 

14,6 (53,1) 

1 27,2 (69,6) 

0,5 1 

2,46 (6,04) 

0,75 | 

2,07 

1 23,8 

1,00 „ 

1,43 

, 16,4 


Nährlösung: Glucose 1%, Glykokoll 0,1%, MgS0 4 0,01%. Ösen- 
impfung am 26. Januar 1935. Kulturdauer 3 Tage. In Klammem anderer 
Versuch nach 9 Tagen Kulturdauer. 

Eine weitere Beobachtung zeigte einen bemerkenswerten Einfluß 
der Phosphatkonzentration ; ein Versuch ist in Tabelle IV wiedergegeben. 
Man sieht, daß Erhöhung der Phosphatkonzentration die Ausbeute 
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wesentlich steigert, und daß das Optimum bei 0,5% KgHPC^ liegt; 
noch höhere Konzentrationen hemmen wieder. Glinka- Tschemorutzky 
hat eine ähnliche Beobachtung an Bacillus mycoides gemacht, wonach 
das Wachstum auf Glykokoll besser war, wenn zu den 0,1 % K2HP0 4 
der Nährlösung noch 0,1 % hinzugefügt wurden. 

Zweifellos kann diese Wirkung nicht auf der Versorgung mit 
Phosphorsäure an sich beruhen ; es ist vielmehr an geeignetere Pufferung 
zu denken. Deshalb wurde zunächst in weiteren Versuchen ein Gemisch 
von primärem und sekundärem Phosphat geprüft, wobei von der Grund- 
gabe 0,5% K 2 HP0 4 ausgegangen wurde. Der in Tabelle V wieder- 
gegebene Versuch zeigt, daß die beste Wirkung bei der Mischung 
0,10 % K2HP0 4 /0,520 % KHgPO^ bei einem pu-Wert von rund 6,0, lag. 
Die Bakterien waren dieses Mal recht gut gewachsen, die Parallelen 
schwankten indessen erheblich, was wiederum auf eine geringe Aus- 
geglichenheit der Nährlösung hindeutet. Die optimale Mischung dieser 
Tabelle wurde nun bei den weiteren Versuchen beibehalten und ist oben 
S. 49 als Stammnährlösung bezeichnet. 


Tabelle V. 


k 2 hpo 4 

/ KH 2 P0 4 

Ph 1 

i 

i mg 

Eiweiß-N j 

Aus- 

beute 

k 2 hpo 4 

/ kii 2 po 4 

PH 

! mg . 

| Eiweiß-N 1 

Aus- 

beute 

0,45 1 

0,065 

'7,26 

1 3,99 

i 46,0 

0,15 

0,455 

6,10 

4,77 

55,0 

0,40 t 

0,130 

,6,93 

4,02 

46,3 

0,10 

0,520 

5,93 

5,07 

58,5 

0,25 i 

0,325 

6,33 

4,50 

51,8 

0 

0,650 

4,99 

1,08 

12,5 


Nährlösung: Glucose 1 ° f) , Glykokoll 0,1 ° ()l MgS0 4 0,01 ° G , Leitungs- 
wasser. 50 ecm in 250er Kölbchen. Ösenimpfung 22. Februar 1936. Kultur- 
dauer 7 Tage. Infolge der Verwendung von Leitungswasser sind die pH-Werte 
höher als in dest. Wasser. 


Es ist hier jedoch noch darauf hinzuweisen, daß die Phosphat - 
pufferung keineswegs allein durch ihre Wasserstoffionenpufferung wirkt, 
sondein daß ihre Wirkung mit der Eisen Versorgung zusammenhängt, 
wie später (S. 59) noch gezeigt werden wird. 

Mittlerweile hatte sich herausgestellt, daß Zusatz von Agar in einer 
Menge von 0,1 %, wobei die Nährlösung eben noch flüssig ist, das Wachs- 
tum, gemessen an der Glykokoll Verarbeitung, noch weiter steigert. Über 
diese Versuche ist bereits in anderem Zusammenhänge [Hippel (1, 2)] 1 

1 Über Agarwirkung vgl. weiter noch Alliaon u. Hoover , AUyn u. 
Baldurin, Thornt u. Walker. Pulkki fand keinen Einfluß von Agar auf das 
Wachstum von Bar. mycoides. Ferner soll nach Kriuchkowa u. Popowa 
in Böden mit extrem hohem Eisengehalt Azotobacter- Wachstum erst bei 
starker Phosphorsäurezufuhr oder bei Zusatz von kolloidalen Stoffen 
(Kieselsäure, Agar) stattfinden, die Komplexverbindungen damit ergeben 
sollen. Indessen zeigen die Zahlen kaum eine Agarwirkung. - Bei den 

4 * 
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kurz berichtet. Diese Zahlen sind hier noch einmal an dem einen Beispiel 
mit den Ausbeuten zusammengestellt (Tabelle VI). Bei Agarzusatz 
nähert sich die Ausbeute also nach 5 Tagen 100 %, während sie ohne 
Agar in dieser Zeit noch auf 30 % stand ; später steigt sie jedoch auch 
hier noch weiter an, was hier indessen nicht berücksichtigt werden soll. 


Tabelle VI. 


Kulturdaner 

| mg Eiweiß-N | 

Ausbeute 

Tage 

ohne Agar 

mit Agar 

ohne Agar 

mit Agar 

2 

! 2,30 

2,71 

26,6 

31,1 

4 

2,65 

3,98 

29,4 

45,9 

5 

2,62 

7,40 

i 29,0 

85,8 


Stammnahrlosung. Ö0 ccm in 250©r Kölbchen. Ösenimpfung. 

Auch diese Versuche befriedigten indessen noch nicht. Einerseits 
erscheint das Wachstum, verglichen mit Bouillon z. B., noch ziemlich 
mäßig. Von der Ausgangsforderung einer möglichst 100%igen Aus- 
beute nach 2 Tagen kann noch keine Rede sein. Endlich erschien die 
Agarwirkung nicht immer so deutlich wie in dem obigen Beispiel. Es 
könnten Versuche angeführt werden, bei denen Agar kaum oder gelegent- 
lich sogar schlecht wirkte. Auch auf diese zahllosen Versuche ein- 
zugehen, erübrigt sich, da weiter unten gezeigt werden wird, daß Agar 
tatsächlich wirkt, die Ursache der Fehlschläge also anderweit gesucht 
werden mußte. 

Es war nämlich die naheliegende Vermutung aufgetaucht, daß noch 
irgendwelche Stoffe anorganischer oder auch organischer Natur wirksam 
seien. Wir hatten von diesem Gesichtspunkt aus auch anfänglich stets 
Leitungswasser als Träger von anorganischen Spurenstoffen verwendet, 
worauf später eingegangen werden soll. Jedenfalls prüften wir kurz 
vor den Agarversuchen und teilweise auch zusammen mit diesen Ver- 
suchen die Wirkung eines Zusatzes verschiedener Art, von geringen 
Mengen Bouillon, von Hefe und von Bouillonasche. Namentlich 
Bouillon wurde berücksichtigt, weil auf ihr die Bakterien ausgezeichnet 
wachsen. Auch diese zahlreichen Versuche seien hier nicht erwähnt, 
und nur soviel sei mitgeteilt, daß die Bakterien bei Zusatz von geringen 
Mengen Bouillon (0,01 %) zur Glykokollnährlösung nicht besser wuchsen 
als ohne diesen Zusatz. Zusatz von Bouillonasche (mit HCl abgeraucht, 
in Wasser gelöst, nicht sauer reagierend) hatte völlig schwankende 
Ergebnisse, bald Förderung, bald schwache Hemmung, ohne daß etwas 

Versuchen von Schröder (Centralbl. f. Bakt. II, 85, 177, 1932) handelt es 
sich um Zusatz von 0,6% Agar, also um eine feste Gallerte, die nun als 
festes Substrat wirkt, zumal das Wachstum auf Tonplatten noch besser war ; 
ich weise nochmals ausdrücklich darauf hin, daß es sich bei der vorliegenden 
Agarwirkung um ein noch flüssige# Substrat handelt. 
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Greifbares herauskam. Vermutlich liegt die Ursache in dem Kalkgehalt 
der Aschen, wie die nunmehr zu schildernden Versuche zeigen, und wie 
auch daraus hervorgeht, daß der Aschenzusatz um so weniger schädlich 
wirkte, je geringer er war. Mit Rücksicht auf das gute Wachstum der 
Bakterien in Bouillon war eine Schädigung der Bakterien durch an- 
organische Stoffe in der Bouillon primär nicht anzunehmen. 

Hinsichtlich des guten Wachstums in Bouillon muß indessen noch 
darauf hingewiesen werden, daß es an sich gar nicht mit dem Wachstum 
in unserer synthetischen Nährlösung zu vergleichen ist, da ja der Stick- 
stoffgehalt ganz anders ist. Diesen Umstand berücksichtigt man in 
der Literatur im allgemeinen nicht. Wir können im Grunde genommen 
nur Nährlösungen mit gleichem Stickstoffgehalt vergleichen. Auf 
derartige Versuche wird noch zurückzukommen sein. 

Die Lösung der ganzen Schwierigkeiten brachte nun die Beob- 
achtung, daß nicht sterilisierte Nährlösungen bedeutend besseres 
Wachstum ergaben als sterilisierte. Aus mancherlei Gründen war nicht 
mit der Wirkung der Unsterilität an sich, also nicht mit der fördernden 
Wirkung sich entwickelnder Begleitbakterien zu rechnen, sondern mit 
dem Ausfallen von Calciumphosphat und Calciumcarbonat und der 
adsorptiven Wirkung auf das ebenfalls ausfallende Eisenphosphat. 
Schon RvJdand hatte bei Knallgasbakterien diese Beobachtung gemacht, 
und Steinberg zeigte, daß beim Vorhandensein von Calciumcarbonat 
die Nährlösung weitgehend von Eisen gereinigt werden kann. Wenn 
auch bei unseren Versuchen die Ausfällung als Bodensatz in der Nähr- 
lösung verblieb, so mußte doch das aerobe Wachstum weitgehend 
dadurch gestört werden, wie ja auch der Agarzusatz in erster Linie das 
aerobe Gedeihen fördert. 

Es wurde schon hervorgehoben, daß von diesem Gesichtspunkt 
aus die Verwendung von Leitungswasser, das anorganische Spuren- 
stoffe zuführen sollte, gerade verkehrt war, zumal das Göttinger Leitungs- 

Tabelle VII. 


Behandlung 


1. Leitungswasser; Phosphate 

in destilliertem Wasser 
getrennt sterilisiert . . 

2. Leitnngswasser 

3. Destilliertes Wasser . . . 



Stammnährlösung ohne Eisen. Ösenimpfung 13. Juni 1936. 50 ccm 
in 250er Kölbchen. Nr. 1 wurde so behandelt, daß eine um 20% höher 
konzentrierte Nährlösung mit Leitungswasser hergestellt und sterilisiert 
wurde. Ferner wurden die Phosphate in 10 ccm dest. Wasser gelöst und 
sterilisiert. Dann werden beide Lösungen steril zusammengegossen. 
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wasser stark kalkhaltig ist und das gelöste Caleiumbicarbonat beim 
Kochen als Calciumcarbonat ausfällt. Der in Tabelle VII wiedergegebene 
Versuch zeigt denn auch, daß beim getrennten Sterilisieren von Phos- 
phaten, in dest. Wasser gelöst, und von LeitungBwassemährlösung 
mit den übrigen Bestandteilen ein weit besseres Wachstum erzielt wird 
als in normal sterilisierten Leitungswassemährlösungen. Ferner ist dest. 
Wasser dem Leitungswasser weit überlegen. Zweifellos müßte die Eisen- 
menge in der Leitungswassemährlösung absolut völlig ausreichen; 
es kann eben nur seine Verteilung zu ungünstig sein. 

Daß tatsächlich lediglich das Eisen der entscheidende Faktor ist, 
zeigt der Versuch in Tabelle VIII ; bei genügendem Eisengehalt der 
Nährlösung verschwinden also die Unterschiede zwischen Leitungs- 
wasser und dest. Wasser. Die pH-Werte zeigen gleichzeitig, daß die 
Nährlösung gut puffert ; nur bei schwacher Glykokollverarbeitung tritt, 
infolge Ammoniakbildung, eine geringe Verschiebung nach der weniger 
sauren Seite ein. Bei guter Glykokollverarbeitung sind die pa- Werte 
jedenfalls während der Versuchsdauer konstant. 


Tabelle VIII. 


Behandlung 


Leitungswasser ohne Eisen . . . 

„ ™it «... 

Destilliertes Wasser ohne Eisen 
„ „ mit „ 


Vk 


zu Beginn i am Ende 


6.31 

6.32 

6.25 

6.26 


6,98 

6,46 

6,81 

6,14 


mg 


Ki\\el!l-N 

__ 1 

Ausbeute 

1,67 ! 

19,1 

7,06 1 

80,8 

3,28 

37,5 

7,13 

81,6 


Stammnährlosung, aber nur 0,005% FeS0 4 . Ösenimpfung 20. Juni 
1936. Kulturdauer 3 1 / 2 Tage. 50 ccm in 250er Kölbchen. 


Die im Versuch der Tabelle VIII verwendete Eisenmenge ist 
jedoch noch nicht optimal, wie die in Tabelle IX wiedergegebenen 
Versuche zeigen. Steigerung der 0,005 %igen FeS0 4 -Gabe auf 0,010% 
hatte noch einen weiteren beachtenswerten Anstieg zur Folge, und 
zwar bei der nunmehr zur Anwendung kommenden kürzeren Versuchs- 


Tabelle IX. 


Behandlung 

mg Eiweiß-N 

Ausbeute 

Behandlung | 

’mg Eiweiß-N 

J 

Ausbeute 

Ohne Eisen . . 

2,83 

32,4 

Ohne Eisen . . 

2,66 

29,9 

0,001 % FeS0 4 

4,00 

45,8 

0,005% Fe80 4 

5,11 

58,5 

0,005% „ 

1 3,80 

44,5 

0,010% „ 

6,19 (6,41) 

70,8 (73,3) 

0,010% „ 

7,10 

81,2 

0,025% „ 

0,58 (3,96) 

6,6 (45,3) 

Kulturdauer 2 1 /* Tage j 

| Kulturdauer 2 Tage 


Stammnährlösung mit variierter Eisensulfatkonzentration. Ösen- 
impfung links 26. Juni 1936, rechts 1. Juli 1936. 50 ccm in 250er Kölbchen. 
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dauer ($ l / 2 Tage in Tabelle VIII, jetzt 2 1 / 2 und 2 Tage). Auf die Ver- 
kürzung der Wachstumszeit ist hier ja besonderer Wert gelegt. Auch 
bei weniger günstigen Bedingungen (Tabelle II und VI) hat ja verlängerte 
Wachstumszeit ebenfalls gute Ausbeuten ergeben. 0,025 % Eisensulfat 
hat im Versuch rechts bemerkenswert schädlich gewirkt. Die in Klammem 
beigefügten Zahlen, die nach 3 Tagen Kulturdauer gewonnen sind, 
zeigen jedoch eine auffallende Erholung. Da in beiden Fällen Eisen als 
Eisenphosphat ausfallen muß, Phosphat aber in großem Überschuß 
zugegen ist, so ist der Mechanismus nicht klar ; es soll hier nicht darauf 
eingegangen werden. 

Weiterhin zeigen die Versuche, wie schon erwähnt, nunmehr sehr 
gute Ausbeuten, wie sich weiter aus Tabelle X ergibt. Diese soll noch 
etwas Weiteres zeigen: Während der Sommerferien 1936 waren die 
Versuche etwa 7 Wochen unterbrochen. Als sie danach wieder auf- 
genommen wurden, wuchsen die Bakterien außerordentlich schlecht 
(Tabelle X, 31. August). Das konnte, wie die Zahlen zeigen, nicht 
daran liegen, daß damals ein neues Glykokollpräparat verwendet wurde, 
da das alte aufgebraucht war. Wir wußten keinen anderen Weg, als 
die Kulturen möglichst häufig überzuimpfen. Der erste Versuche vom 
31. August war von der etwa 7 Wochen alten Kultur übergeimpft 
worden, so daß der erste Fehlschlag mit dem zu hohen Alter des Impf- 
materials erklärt werden konnte, zumal die nächste Überimpfung vom 
3. September zwar noch kein völlig befriedigendes, aber doch ein wesent- 
lich besseres Ergebnis brachte. Die nächste vom 9. September brachte 
indessen wiederum einen Rückschlag. Von da an bessert sich die Aus- 
beute im allgemeinen etwas, bleibt aber stets untemormal und springt 
auffällig hin und her. Die letzte Unregelmäßigkeit zeigte sich am 

21. September, wo die beiden Parallelen, die meist befriedigend überein- 
stimmten, völlig abweichen. Von da an ist die Kultur wieder normal 
und gibt jetzt Ausbeuten von rund 80 % innerhalb von 2 Tagen. 

Tabelle X. 

Zeit der || 

Impfung | mgEiwelß-N Ausbeute 
1936 l* 


21. IX. 3,60; 7,20 1 40,4; 80,7 

22. IX. 7,63 I 85,5 

23. IX. 7,35 , 82,4 

24. IX. 7,35 82,4 

26. IX. 6,55 i 73,4 

27. IX. 7,13 | 79,9 

28. IX. 6,91 77,5 

29. IX. 7,56 | 84,8 

Stammnährlösung. 50 ccm in 250 er Kölbchen. Altes Präparat 17,48 %, 
neues Präparat 17,84 ° 0 N. 


i 


Zelt der Impfung (1936) 

mg 

Aus- 

Alter des Präparats 

Eiwelß-N 

beute 

31. VIII., altes Praparat i 

1,44 

16,5 

31. VIIL, neues 

n 

1,32 

14,8 

3. IX., altes 

v 

4,82 

55,2 

9. IX., neues 

n 

1,59 

17,8 

15. IX., altes 

n 

3,39 

38,8 

15. IX., neues 

n 

, 2,45 

27,5 

17. IX., „ 


4,68 

52,4 

19. IX., „ 

J» 

I 2,37 

26,6 
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Es sei noch ausdrücklich bemerkt, daß diese Besserung der Kultur 
nichts mit einer Wiederanpassung an die Glykokollnährlösung zu tun 
hat, da die Stammkulturen ja stets auf Bouillonschrägröhrchen weiter- 
gezüchtet wurden. Man könnte auch meinen, daß die oben erwähnte 
Uneinheitlichkeit der Kultur (flache und runde Kolonien) mit unserer 
Erscheinung zusammenhinge. Aber abgesehen davon, daß die beiden 
Formen sich nach Aussage der Tabelle XII nicht wesentlich verschieden 
verhalten, ergab ein Versuch, in dem die beiden Stamme jeweils getrennt 
und in Mischkultur geprüft wurden, die gleichen Werte. Die beobachtete 
Erscheinung muß also wohl damit Zusammenhängen, daß die Kultur 
durch häufiges Überimpfen arbeitsfähig erhalten bzw. nach einer Buhe- 
periode vor Beginn neuer Versuche häufig in kurzen Abständen um- 
geimpft werden muß. 


Obwohl in dieser Abhandlung nur auf die Herstellung einer syn- 
thetischen Nährlösung eingegangen werden soll, scheint es doch er- 
wünscht, noch einige Versuche mit anderen Mikroorganismen anzu- 
führen, die zeigen, daß die Stammnährlösung nicht etwa allgemein 
optimale Eigenschaften hat, sondern gerade für unser Darmbakterium 
bei Glykokollemährung geeignet ist. Wieweit sich diese Eignung noch 
auf weitere Mikroorganismen erstreckt, soll später untersucht werden. 
Tabelle XI zeigt einen Vergleich mit Aspergillus niger und Azotobacter 
chroococcum. Für den letztgenannten Organismus konnte jedoch die 
Stammnährlösung nicht verwendet werden, da er darauf nicht wuchs ; 
es wurde also die normale Azotobacter -Nährlösung benutzt. 

Man sieht, daß für 


Tabelle XI. 


Organismus 


Behandlung 


mg Elweiß-N 


Darmbakterium 

n 



Aspergillus niger 

V) » 

Azotobacter . . . 

» ... 

n ... 

rt ... 

n ... 

n ... 

n ... 


ohne „ 
mit „ 

ohne Stickstoff 
„ Eisen 

ohne Stickstoff 
mit Eisen 

mit Glykokoll 
ohne Eisen 

mit Glykokoll 
„ Eisen 


6,91 (6,70) 
4,46 (8,89) 

| 2,53 (1,95) 
} 7,78 (8,64) 
| 0,81 (1,22) 
] 1,34 (1,61) 


Aspergillus die für das 
Darmbakterium opti- 
male Eisenkonzentra- 
tion bereits schädlich 
wirkt. Die Parallelver- 
suche stimmten gut 
überein; in Klammem 
ist außerdem das Er- 
gebnis eines zweiten Ver- 
suchs beigefügt. Für 
diesen wenig wähle- 
rischen Organismus ist 
das Ergebnis zweifellos 


Für Darmbakterium und Aspergillus Stammnährlösung. 37° C. Für 
Azotobacter Mannit 2%, K,HP0 4 0,1%, CaCO s 0,1%, MgS0 4 0,05%, 
Na,Mo0 4 0,0005%. 29° C. Eisengabe 0,010% Fe S0 4 . Jeweils 50 ccm in 
250er Kölbchen. 
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überraschend. Bei Azotobacter, für das die angewendete Eisensulfat- 
konzentration ebenfalls optimal, wie man aus der Tabelle ersieht, zur 
Stickstoffbindung aber auch für die Nitratverarbeitung ist 1 , kann 
Glykokoll bei Eisenzusatz nur wenig besser verwertet werden als 
ohne Eisenzusatz. Auch hier stimmten die in diesem Falle 3 Paral- 
lelen gut überein; außerdem ist in Klammem das Ergebnis eines zweiten 
Versuchs in Tabelle XI beigefügt. 

Weiterhin wurde noch zum Vergleich ein anderer Sporenbildner 
herangezogen, B. subtilis ; B. mycoides wuchs unter den gleichen Be- 
dingungen, auch in Bouillon, so langsam, daß er beim Vergleich über- 
haupt ausschied. Wie Tabelle XII oben zeigt, kann B. subtüis unter 
den Bedingungen des Darmbakteriums, also bei 37° C, Glykokoll nur 
schwach verarbeiten; auch in Bouillon zeigen die Darmbakterien viel 
besseres Wachstum, ln diesem Falle wurden die beiden oben erwähnten 
Stämme des Darmbakteriums (rund und flach) miteinander verglichen; 
ein grundsätzlicher Unterschied besteht nicht ; doch ergab Stamm flach 


Tabelle XII. 
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in Glykokollnährlösung eine nooh bessere Ausbeute, die fast an 100 
herankommt; ob es sich um einen stets vorhandenen Unterschied 
handelt, wurde noch nicht geprüft. Einstweilen wurde mit „Stamm rund“ 
weitergearbeitet . 

Da für B. subtilis die Temperatur von 37° C vielleicht nicht optimal 
war, haben wir noch das Wachstum bei 30 und 42° C (in Klammem) ver- 
glichen (Tabelle XII unten). Bei 37° C ist das Bild wie vorher; bei 30° C 
ist in Glykokollnahrlösung das Darmbakterium sehr viel stärker zurück- 
gegangen als B. subtilis ; auch bei 42° C ergab B. subtilis keine bessere 
Ausbeute 1 . Jedenfalls konnte für die schlechte Verarbeitung des 
Glykokolls durch dieses Bakterium die Temperatur nicht verantwortlich 
gemacht werden. Tn Bouillon (nur bei 30 und 37° C) sind beide Bakterien 
besser gewachsen ; auch hier aber bleibt B. subtilis gegen das Darm- 
bakterium zurück. Endlich haben wir hier noch das Wachstum in ver- 
dünnter Bouillon verglichen, d. h. in Bouillon, die soweit verdünnt war, 
daß der Stickstoffgehalt gleich dem der Clykokollnährlösung war, 
bei Gleichheit der übrigen Nährstoffe, einschließlich der Phosphat- 
pufferung der Stammnährlösung. Aus Versehen wurde in der Nähr- 
lösung in der Tabelle kein Magnesium gegeben ; unter der Tabelle ist 
indessen ein anderer Versuch angegeben, der die richtigen Verhältnisse 
wiedergibt. Das Darmbakterium wächst auch hier besser als B. subtilis 
und nutzt, wie man sieht, die Bouillon nicht einmal so gut aus wie das 
Glykokoll. Es scheint uns sehr wesentlich, daß man bei den allgemeinen 
Angaben: Wachstum in Bouillon besser als in einer synthetischen 
Nährlösung, diesen Gesichtspunkt berücksichtigt. Es soll an dieser Stelle 
jedoch nicht weiter darauf eingegangen werden. 

Nachdem alle die geschilderten Verhältnisse geklärt waren, ins- 
besondere die Eisen Versorgung, fragte es sich noch, wieweit Eisen- 
versorgung und Phosphatpufferung ineinandergreifen. Obwohl zur Be- 
antwortung dieser Frage die genaue Aufnahme der verschiedenen 
Phosphat- und Eisenkonzentrationen notwendig ist, soll noch ein vor- 
läufiger Versuch angeführt werden (Tabelle XIII), der jedenfalls an- 
deutet, in welcher Weise die genannten Faktoren ineinander greifen. 
Man sieht beim Vergleich von 1 und 3, daß man durch l / A der Phosphat- 
mischung zwar einen sehr starken Rückgang in der Ausbeute erhält, 
der aber (Nr. 4) durch Herabsetzung der Eisengabe zum größten Teil 
aufgehalten werden kann. Umgekehrt konnte selbst bei reiner K 2 HP0 4 - 


1 Dieser Versuch wurde besonders angesetzt, wobei noch eine besondere 
Kontrolle bei 37° C gezogen wurde, die eigentümlicherweise schlecht wuchs. 
Für das Darmbakterium ergaben sich 3,60, für B. subtilis 1,44 mg Eiweiß - 
Stickstoff. Der obige Schluß wird davon indessen nicht berührt. 
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Tabelle XIII. 


Nr. 

Behandlung 

mg 

Eiweiß-N 

Ans- 

beute 

1 

Stammnährlosung 

7,34 

82,3 

2 

Wie 1, ohne Eisen 

4,10 

46,0 

8 

Wie 1, aber */ 4 der Phosphatmischung 

Wie 3, aber nur 2 mg-% FeS0 4 

1,59 

17,8 

4 

6,05 

, 67,8 

5 

i Wie 1, aber 0,5% K a HP0 4 als Phospbatmischung 

8,78 

98,4 


Versuch wie üblich. Kulturdauer 2 Tage, 21. bis 23. November 1936. 


Pufferung, aber bei offenbar ausreichender Eisenversorgung, die Aus- 
beute bis fast 100 % gesteigert werden. Wenn nach Aussage von Tabelle V 
die Ausbeute bei Verwendung von reinem K^HPO* sinkt, so lag das 
zunächst an der damals, insbesondere bei Verwendung von Leitungs- 
wasser, unzureichenden Eisen Versorgung. Es muß allerdings betont 
werden, daß weitere Versuche diese günstigen Ergebnisse bei reinem 
K2HP0 4 nicht in dem Maße zeigten; es kommen hier zweifellos noch 
sekundäre, nicht mit dem Eisen zusammenhängende Wirkungen hinzu. 
Auf diese Frage kann hier indessen nicht weiter eingegangen werden, 
da vorher die genaue Festlegung der Eisen-Phosphat-Ertragsfläche vor- 
genommen sein muß. Vorläufig jedenfalls halten wir an der oben S. 49 
erwähnten Stammnährlösung fest, die bisher die gleichmäßigsten Er- 
gebnisse zeitigte und auch deshalb besonders wertvoll ist, weil die 
schwach saure Reaktion der Nährlösung eine leichtere d. h. einmalige 
Sterilisation erlaubt. 

Endlich ist in Tabelle XIV noch ein letzter Versuch aufgeführt, 
der zeigt, daß unter den Bedingungen der Stammnährlösung neben dem 
Eisen der Agar seine entwicklungsbeschleunigende Wirkung zeigt, was 
aus dem Versuch der Tabelle VI noch nicht hervorgehen konnte, da 
dort noch nicht besonders auf die Eisen Versorgung geachtet wurde. 


Tabelle XIV. 


f 

Eisengabe 

Ohne Agar 

| Mit Agar 

mg -o/o FeS0 4 

mg Eiweiß-N 

Ausbeute 

i mg Eiweiß-N 

1 Ausbeute 

! 

0 ! 

0,95 

10,6 

2,09 ! 

23,4 

1 1 

2,38 

26,7 

4,11 

46,1 

3 1 

2,45 

27,5 

6,34 

714 

6 

2,30 

25,8 

7,27 

81,5 

10 

3,02 

| 33,9 

1 7,13 

80,0 


Stammnährlösung wie üblich, bis auf die Eisenversorgung. Kultur- 
dauer 2 Tage, 26. bis 28. September 1936. Parallelen bei „Mit Agar“ gut 
übereinstimmend, bei „Ohne Agar“ und 0 FeS0 4 0,60 und 1,29, 1 FeS0 4 
1,87 und 2,88, 3 FeS0 4 1,87 und 3,02, 10 FeS0 4 2,16 und 3,88. 
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Auffallend ist wieder die glatte Ertragsreihe bei „Mit Agar“, während 
die Reihe „Ohne Agar“ sehr unregelmäßig ist, was an der Unregel- 
mäßigkeit der (unter der Tabelle angegebenen) Parallelwerte liegt, 
die bei jener Reihe stets gut übereinstimmten. Auf diese, bei un- 
günstigen Verhältnissen auftretende Erscheinung wurde bereits an 
anderer Stelle aufmerksam gemacht 1 . 

Rückblick . 

Überblickt man die Ergebnisse, so kann festgestellt werden, daß die 
gestellte Aufgabe gelöst ist, nämlich eine synthetische Nährlösung zu 
finden, in der das isolierte Darmbakterium innerhalb 48 Stunden bei ge- 
wöhnlicher Ösenimpfung das Glykokoll fast quantitativ zu Eiweiß 
verarbeitet. Bei der Zusammensetzung der Nährlösung stört allerdings 
die Verwendung des, wenn auch in geringer Menge, zugesetzten Agars 
etwas; man mag sich fragen, ob die Nährlösung tatsächlich rein syn- 
thetischer Natur ist. Es ist indessen an anderer Stelle [Rippel (1)] 
gezeigt worden, daß Agar lediglich durch seine Kolloidstruktur wirkt. Es 
liegt kein Grund vor, anzunehmen, daß es hier anders ist. Insbesondere 
können in ihm keine wirksamen Spurenstoffe organischer Natur vor- 
handen sein. Wenn z. B. das Wachstum des Bakteriums auf Bouillon 
viel besser ist als auf einer ungeeignet zusammengesetzten Glykokoll- 
nährlösung, diese aber durch Zusatz von geringen Mengen Bouillon 
(S. 52) nicht geeigneter wird, so deutet das schon darauf hin, daß das 
schlechte Wachstum auf Glykokoll nicht durch das Pehlen eines in 
Naturstoffen vorhandenen Wuchsstoffes bedingt sein kann. 

Im übrigen kann das Wachstum auf Bouillon vergleichsweise nicht 
einmal als besonders hervorragend bezeichnet werden. Denn deren 
Gehalt an Stickstoff war 22,2 mal so hoch wie der der Glykokollstamm- 
nährlösung, die Eiweißbildung aber nur viermal so hoch (Tabelle XII). 
Dabei ist zu berücksichtigen, daß in der Bouillon außer dem, wie der 
Glykokollnährlösimg zugesetzten, 1 % Zucker noch sehr viel Stickstoff- 
verbindungen mit einem Kohlenstoffanteil vorhanden sind, der zweifellos 
weit besser zu verarbeiten ist als der Kohlenstoffanteil des Glykokolls. 
Ferner wird Bouillon, auf gleichen Stickstoffgehalt gebracht wie die 
Glykokollnährlösimg, nicht einmal so gut verwertet wie diese, auch 
wenn sie alle sonstigen Stoffe der Glykokollnährlösung enthält. 

Die Versuche haben denn auch ergeben, daß in erster Linie die 
anorganische Zusammensetzung der Nährlösung das Wesentliche ist, 
wobei genügende Eisenversorgung, je nach der Form der Phospbat- 
pufferung, den eigentlich entscheidenden Faktor darstellt, hinter dem 


1 A, Rippel (2), S. 591. 
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zweifellos die Wirkung sonstiger anorganischer Spurenstoffe völlig 
zurücktritt. Auch in dieser Hinsicht kann die Nährlösung also als eine 
synthetische betrachtet werden, obwohl ein gewisser Gehalt des zu- 
gesetzten Agars an anorganischen Stoffen die Forderung einer rein 
synthetischen Nährlösung nicht ganz erfüllt. Wir haben aber davon ab- 
gesehen, ein reineres Kolloid als Zusatzmittel zu suchen, da es uns 
vorerst darauf ankommt, die Frage der Bedingungen der Eiweißbildung 
zu lösen, und die Zeit nicht durch anders gerichtete Versuche beansprucht 
werden soll. 

Man mag sich hier die Frage vorlegen, ob alle Umwege, die gemacht 
wurden, um die geeignete Nährlösung zu finden, und die in obiger Dar- 
stellung nur zu einem kleinen Teile aufgenommen sind, nötig waren. 
Man wird leicht geneigt sein, diese Frage — wenigstens bis zu einem ge- 
wissen Grade — zu verneinen. Aber es erscheint wichtig, einmal in 
diesem Zusammenhänge kurz die augenblickliche Lage in der Frage der 
Herstellung synthetischer Nährlösungen zu betrachten. Es kann 
keinem Zweifel unterliegen, daß man dabei zur Zeit förmlich unter einer 
dreifachen Hypnose steht, die den Gang der Untersuchungen weit- 
gehend beeinflußt. 

Erstens sucht man die schlechte Wirkung einer Nährlösung in einer 
Nichteignung der verwendeten Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle oder 
beider. Im vorliegenden Falle war, in Hinsicht auf den Stickstoff, eine 
absolute Bindung gegeben . Auch die Kohlenstoff quelle, Glucose, mußte 
geeignet sein, da sie sich z. B. bei Zusatz zu Bouillon als wirksam, d. h. 
ertragsteigemd erwiesen hatte. Um so stärker mußten die beiden 
anderen Punkte in Erscheinung treten. 

Zweitens sucht man bei Mißerfolgen mit synthetischen Nährlösungen 
nach der Wirkung von Naturstoffen, sei es in Extrakten von Pflanzen- 
oder Tiersubstanzen oder auch in Form rein dargestellter Wuchsstoffe 
(im allgemeinsten Sinne) oder endlich in dem Einfluß von gleichzeitig 
in der Kultur anwesenden anderen Mikroorganismen. Solche Be- 
strebungen treten in der augenblicklichen Literatur so stark in Er- 
scheinung, daß ein Eingehen auf Beispiele unterlassen werden kann. 

Drittens endlich ist man versucht, Fehlschläge dem Fehlen von 
Spurenstoffen anorganischer Natur zuzuschreiben, deren Kreis heute 
erheblich erweitert ist. Es sei hier nur ein allgemein verbreitetes und 
bekanntes Element, das Calcium, erwähnt, dessen Fehlen sich z. B. bei 
Versuchen von Boltjes über die Züchtung von Nitrit- und Nitratbildnern, 
ferner, nach Gieaberger , bei Spirillen (möglicherweise als Antagonist 
gegen Magnesium nach Rippe! und Stoess) und nach Gistl bei Merulius 
als unentbehrlich erwiesen hatte. Wie sich allerdings die mit Rücksicht 
auf solche Überlegungen erfolgte Verwendung von Leitungswasser in 
negativer Richtung auswirkte, wurde oben S. 53 gezeigt. 
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Selbstverständlich sind alle die genannten Fragekomplexe von 
höchster Wichtigkeit. Aber, wie gesagt, förmlich unter solcher Hypnose 
stehend, vernachlässigt man zu sehr die allgemeinen Grundlagen, die 
vorangehen müssen, bevor man die anderen Fragen restlos klären kann. 
Dahin gehört zweifellos die Frage nach der Eisenversorgung, deren Be- 
deutung bei der Wasserkultur der höheren Pflanzen längst erkannt ist, 
die man aber bei Mikroorganismen bisher stark vernachlässigt und in 
erheblicherem Umfange nur für Azotobakter beachtet hat. Offenbar hat 
man sich zu lange von der Frage leiten lassen, ob Eisen überhaupt ein 
für Mikroorganismen notwendiges Element sei. 

Im vorliegenden Falle genügte jedenfalls nicht etwa die Zufuhr 
der absolut notwendigen Mengen von Eisen, sondern zweifellos spielen 
andere Momente hierbei eine ausschlaggebende Rolle. Zunächst gilt 
das für den Zusatz eines Kolloids, von Agar. Man könnte geneigt sein, 
diese Wirkung lediglich darin zu suchen, daß hierdurch das Eisen gleich- 
mäßiger in der Nährlösung verteilt oder auch in eine Zustandsform über- 
geführt wird, in der es leichter aufnehmbar oder verwertbar ist (vgl. 
oben S. 51, die von Kriuchkoua und Popowa angenommene Komplex- 
bildung). Für Azotobacter habe ich indessen [Rippel (2)] diese Erklärung 
nicht für völlig befriedigend gehalten aus Gründen, die hier nicht mehr 
auseinandergesetzt werden sollen. Der Agarzusatz schien vielmehr 
eine bessere Versorgung der Nährlösung mit Sauerstoff zu gewährleisten. 

Ob das auch hier zutrifft, lasse ich dahingestellt. Es erscheint 
durchaus möglich, daß in diesem Falle die Zustandsform des Eisens 
eine ebenso wichtige Rolle spielt, wie sie auch sicherlich für Azotobacter 
nicht ganz unwesentlich ist. In diese Richtung deuten die Beziehungen 
zwischen Phosphatpufferung und Eisenkonzentration. 

Es erscheint mir sehr wesentlich, noch einmal darauf hinzuweisen, 
daß eine Phosphatpufferung nicht nur vom Gesichtspunkt der reinen 
Wasserstoffionenpufferung (im Sinne der Verhinderung einer schäd- 
lichen Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration während des 
Wachstums) zu betrachten ist, sondern auch von der Eisen Versorgung 
aus. Möglicherweise spielt diese oft oder hin und wieder sogar eine 
größere Rolle als jene und ist vor allem, wie oben gezeigt wurde, für 
verschiedene Mikroorganismentypen äußerst verschieden. Wieweit nun 
die Löslichkeit bzw. die Verwertbarkeit des Eisens mittelbar oder 
unmittelbar von der Wasserstoffionenkonzentration bestimmt wird, ist 
noch genauer festzustellen. Allerdings geht schon aus den oben mit- 
geteilten Versuchsergebnissen hervor, daß das Eisen nicht nur durch die 
Wasserstoffionenkonzentration an sich beeinflußt wird, da bei ver- 
schiedener Phosphatpufferung (also verschiedenem pH-Wert) verschiedene 
Eisenkonzentrationen, die, absolut genommen, für die Versorgung des 
Bakteriums ausreichend wären, gleich wirksam sind bzw. gleiche Eisen- 
konzentrationen verschieden gut wirken. Man kann sich leicht aus- 
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rechnen, daß die Eisenmenge nicht etwa so groß ist, daß alle Phosphor- 
saure abgebunden ist. Danach kann es sich also nur um eine Verteilungs- 
oder Zustandsform des Eisens handeln, die wirksam ist. Auch hierüber 
sollen zunächst für das vorliegende Bakterium weitere Untersuchungen 
Aufschluß geben, wie denn überhaupt die vorliegende Frage erst dann 
fruchtbringender erörtert werden kann. 

Was weiter die sehr verschiedene Reaktion verschiedener Mikro* 
Organismentypen der gleichen Eisenkonzentration gegenüber, bei 
Gegenwart von Glykokoll, betrifft, so kann nicht nur eine Wirkung des 
Eisens, sondern auch eine besondere Wirkung des Glykokolls in Frage 
kommen, worüber auf die oben S. 46 gemachten Ausführungen ver- 
wiesen sei. 

Die Forderung einer wie oben gekennzeichneten, systematischen 
Erforschung der Zusammensetzung einer Nährlösung in quantitativer 
Hinsicht ist vor allem zu stellen dann, wenn es sich um die Frage der 
quantitativen Wirkung einer Nährlösung handelt, die, wie sich aus der 
einleitenden Literaturübersicht ergab, namentlich bei den Bakterien 
bisher ungebührlich stark zurückgetreten ist. Dies tritt noch stärker in 
Erscheinung, wenn wir unter quantitativ nicht nur die quantitative 
Messung eines Stoffwechselvorganges an sich verstehen, sondern darüber 
hinaus die möglichst quantitative Verarbeitung der Stoffe, deren Umsatz 
untersucht werden soll. 

Es werden sich daraus noch Fragen weitergreifender Art entwickeln ; 
auf eine von ihnen sei hier noch aufmerksam gemacht. Soweit bisher 
Versuche vorliegen, bestellt beim Variieren zweier Ertragsfaktoren nur 
ein Maximum. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daß die Dinge im Falle 
Eisen -Phosphorsäure anders liegen. Denn beim Eisen scheint nicht die 
absolute, für den Stoffwechsel gebrachte Menge entscheidend zu sein, 
sondern seine Zustandsform. Theoi etisch sind demnach mehrere Maxima 
denkbar, wenn nämlich bei verschiedenem Phosphatgehalt der Nähr- 
lösung und bei verschiedenem Eisengehalt die Menge des physiologisch 
wirksamen Eisens gleich ist. Das ist in den obigen Versuchen bereits 
angedeutet. Denn bei verringerter Phosphatkonzentration bringt eine 
verringerte Eisenkonzentration eine Ertiagssteigerung gegenüber höherer 
Eisenkonzentration zustande, die sich dem Ertrag bei höherer Eisen - 
konzentration bei höherer Phosphat konzentration nähert (Tabelle XIII). 
Um diese Frage genauer zu klären, muß indessen, wie oben schon gesagt 
wurde, die ganze Eisen-Phosphorsäure-Ertragsfläche aufgenommen 
werden, worüber später belichtet werden soll. 

Zusammenfassung. 

Aus Dünn- und Dickdarm des Rindes wurde ein aeiobes sporen- 
bildendes Bakterium — Bacillus glycinophilus nov . spec. — isoliert und 
auf die Bedingungen untersucht, unter denen Glykokoll in einer 
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0,1 %igen, 1 % Glucose neben anorganischen Salzen enthaltenden 
Nährlösung innerhalb 48 Stunden fast quantitativ zu Eiweiß assi- 
miliert wird. 

Damit der Vorgang sich in dieser Geschwindigkeit vollziehen kann, 
ist Verwendung junger, andauernd von Tag zu Tag übergeimpfter 
Impfkulturen, ferner Zusatz von 0,1 % lediglich als Kolloid wirkendem 
Agar zur Nährlösung notwendig, weiterhin aber eine verhältnismäßig 
hohe Phosphatkonzentration, vor allem aber eine genügende Eisen- 
versorgung. 

Die optimale Eisenmenge ist je nach der Phosphatkonzentration 
und Phosphatpufferung etwas verschieden. Augenscheinlich ist die 
wirksame Zustands- oder Verteilungsform des Eisens weitgehend von 
der Phosphatgegenwart abhängig. 

Bei geringen Eisenmengen kann Gegenwart von Calcium eine 
weitgehende Verschlechterung der Eisenversorgung des Bakteriums 
(durch Ausfällung und Adsorption) verursachen. Dest. Wasser ist zur 
Kultur infolgedessen weit besser geeignet als kalkhaltiges Leitungswasser. 

Eine für das untersuchte Bakterium geeignete Nährlösung (Glucose 
1%, Glykokoll 0,1%, K*HP0 4 /KH 2 P0 4 0,10/0,52%, MgS0 4 .H a O 
0,01 %, FeS0 4 . HgO 0,01 %, Agar0,l %) ist für andere Mikroorganismen 
(Aspergillus, Azotobacter, B. subtilis) nicht optimal, insbesondere auch 
nicht hinsichtlich des Eisens. 

Es wird an Hand der Literatur darauf hingewiesen, daß eine 
Glykokollwirkung nicht nur vom Gesichtspunkt der Stickstoff- (ge- 
gebenenfalls auch der Kohlenstoff-) Versorgung aus betrachtet werden 
darf, sondern daß noch Wirkungen anderer Art hinzukommen können. 
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(Aus dem Bakteriologischen Institut der preußischen Versuchs- und 
Forschungsanstalt für Milchwirtschaft in Kiel.) 


Untersuchungen über das Fettbildungsrermögen bei Filzen 
der Gattung Oospora Wallroth (em. Sacc.)*. 

Von 

Hans Geifers. 

Mit 8 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 20. Januar 1937.) 

Untersuchungen über die Mengen des durch niedere Pilze ( Phyco - 
myceien , Ascomyceten und Fungi imperfecti) gebildeten Fettes sind sehr 
zahlreich. Schon die Tatsache, daß sich sehr häufig im Pilzmycel neben 
anderen Plasmastoffen eine Menge Fett in Form von kleineren oder 
größeren Tröpfchen voi findet, gab Anlaß zu näheren Untersuchungen. 

Bereits 1879 1 machte Nägeli (36) ausführliche Angaben über die Fett- 
bildung bei niederen Pilzen und stellte fest, daß in Ruhezuständen der 
Fettgehalt sehr hoch sein kann. Auch de Bary (3) fand 1884, daß in Ruhe- 
zuständen Pilzzellen bis zu ö0 (, () Fett der Trockenmasse zu speichern ver- 
mögen. 

Der Gehalt an Fett oder besser an Lipoiden, worunter alle organi- 
schen, inÄther, Petroläther und gegebenenfalls noch die m Alkohol löslichen 
Stoffe verstanden sind, kann sehr hoch sein. So zeigten die Untersuchungen 
Lindners (30) an einem aus dem Milchfluß von Ahorn isolierten Pilz Endo - 
myces vemalis Ludwig , daß das Fett in den Zellen fast die Hälfte der Trocken- 
substanz ausmachen kann. Endomyces bildete an Fett bis zu 44,72 % der 
Trockensubstanz. Auch bei Penicillium glaueum fand Kramer (20) bis 50 % 
Fett in der Trockensubstanz, da der von ihm gemachte Äther -Alkoholextrakt 
wohl zum größten Teil aus Fett bestanden haben dürfte. Nach Laborde (22) 
beträgt die Fettbildung bei Eurotiopsis Gayoni bis zu 29,8 ° () der Trocken- 
substanz, und Perrier (38) fand noch höhere Werte (bis zu 34,05% der 
Trockensubstanz). Marschall (33) fand bei Aspergillus niger 23,2%, bei 
Mucor stolonifer 18,8% und bei Penicillium glaueum 15,9% Fett (Äther- 
Alkoholextrakt). Nach den Untersuchungen von Ward , Jsockwood und 
Herrik bildete Aspergillus bis zu 15,0 % Fett in der Trockensubstanz, 
Penicillium , bis zu 41,5%. 

Auch Versuche, diese relativ großen Fettmengen der Pilze in- 
dustriell auszunutzen, sind oft gemacht, besonders in Zeiten allgemeiner 
Fettknappheit. 

Die ersten Untersuchungen hierüber stellte 1915 auf Anregung von 
Delbrück (9) P. Lindner an. Es wurden zuerst Hefen , dann auch Endomyces 

# Dissertation der Philosophischen Fakultät Kiel (Prof. Henneberg t)- 

1 Bei den folgenden Literatur an gaben sind nur quantitative Er- 
hebungen berücksichtigt. 
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vemalis Ludwig auf Fettbildungsvermögen geprüft. Auf Grund dieser 
wissenschaftlichen Untersuchungen erschien dann eine ganze Anzahl von 
Patenten (21) auf die industrielle Verwertung des Fettbildungsvermögens 
von Pilzen in der Zeit des Weltkrieges und kurz danach, die Patente : DRP. 
305091, Klasse 53h; 306365, Klasse 53h; 307789, Klasse 53h; 309266, 
Klasse 53 h; 310616, Klasse 53 h; 320560, Klasse 53 h; 332411, Klasse 53 h. 

Hierbei handelte es sich meistens um Verfahren, das Fett von Endo - 
myce8, Sachsia und Hefen nach Züchtung auf Sulfitlauge, Rübenmelasse. 
Abkochungen zuckerhaltiger Früchte oder Molke zu gewinnen. 

Auch von amerikanischer Seite wurde versucht, das Fett von Schimmel- 
pilzen industriell zu verwerten. Ward , Lockwood , May und Henrik (öl) 
untersuchten 61 Schimmelpilze auf ihr Fettbildungsvermögen. Die Kultur 
fand in großen flachen Schalen statt, die mit 20 Liter einer Nährflüssigkeit 
gefüllt waren. Die Fettbildung war besonders gut bei Penicillium- Arten; 
mit Endomyces wurde nicht gearbeitet. 

Anlaß zu den hier vorliegenden Untersuchungen gab das mehrfach 
beobachtete, massenhafte Vorkommen von stark verfetteten Mycelfädeif 
und Einzelzellen in Senkgruben und in Abwasserreinigungsanlagen 
von Molkereien. 

Damm (7) beobachtete ein derartiges Vorkommen von verfettetem 
Mycol in Abwasseranlagen, die mit so großen Mengen von Milchresten und 
Molke beschickt waren, daß eine Reinigung des Abwassers nicht mehr 
eintrat. In den Absetzbecken trat infolge des hohen Milchzuckergehaltes 
der zugeführten Molke eine Säuerung durch Milch saurebakterien ein, wahrend 
es, nach Verdünnung des Abwassers im Vorfluter, infolge des hohen Eiweiß - 
gehaltes zu einer stark stinkenden Fäulnis kam. 

Bei Untersuchungen dieses Abwassers zeigten sich im mikroskopischen 
Praparat verfettete Mycelfäden und ovale bis gestreckte, mit abgerundeten 
Enden versehene Zellen, die besonders stark fetthaltig waren. Daneben 
fanden sich sehr viele Milchsaurebakt er len und Bacferium coli. Die Reaktion 
des Abwassers war schwach sauer, was auf das Vorkommen der Milch - 
saurobakterien zur iickzu füll reu ist. 

ln meinen Untersuchungen galt es festzustellen, 1. welcher Art 
die hier Fett speichernden Pilze angehörten, und 2. wie groß die Menge 
des unter verschiedenen Kult ui bedingungen entstehenden Fettes 
maximal werden kann, und zwar unter Kulturbedingungen, wie sie 
für eine technische Ausnutzung anwendbar wären. 

Aus diesen Gründen kam als Nahrmedium ausschließlich Molke in 
Frage, die trotz hoher Nahrstoffkonzentration auch heute noch vielfach 
nicht zu verwenden ist, und die deshalb häufig in die Abwasserklaranlagen 
eingeleitet wird, wo sie, in großen Mengen zugeführt, durch die ein- 
tretende Säuerung eine Reinigung des Abwassers immöglich macht. 
Selbstverständlich wurde bei diesen Untersuchungen über die maximale 
Fettbildung auch möglichst der Einfluß der verschiedenen Bedingungen 
auf die Menge des gebildeten Fettes festgestellt. 

Über die Rentabilität einer derartigen technischen Ausnutzung wurden 
keine Untersuchungen angestellt, da hierüber nicht der Laboratoriums - 
versuch, sondern allein der — wenn auch nur im kleinen Maßstab an- 
gestellte — Fabrikversuch entscheiden kann. 
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I. Morphologie, Systematik und Physiologie der zu den Versuchen benutzten 

Oospora- Stämme. 

Beim Übertragen von einzelnen Mycelstücken aus dem Abwasser 
in Hängetröpfchenkulturen mit steriler Molke zeigte sich, daß die nicht 
allzu stark verfetteten Zellen auskeimten und daß das ausgekeimte 
Mycel nach etwa 24 Stunden in einzelne Oidien zeifiel, die sich teilweise 
abrundeten. 

Da andere Vermehrungsformen nicht festzustellen waren, handelte 
es sich bei den untersuchten Pilzen also um Angehörige der Oosporeae. 

Diese Pilzgruppe gehört nach Jank e (17), der mit Sorauer und 
Wollenweber (49) und mit Rabenhorst (39) im wesentlichen überein- 
stimmt, zu den Fungi imperfecii , und zwar zu den Hyphomycetes und 
zur Gattung Oospora Wallroth , em. Sacc . 

" Janke (17) unterscheidet in der Gattung Oospora zwei Typen, 
den Typ a, Gärungsmonilien, die neben Zerfall in Oidien noch Ver- 
mehrung durch hefeartige Sprossung zeigen, und den Typ b, Mdch- 
schimmel, ohne Sprossung, nur Zerfall in Oidien zeigend. 

Die hier untersuchten Stämme gehörten, wie auch aus späteren 
Untersuchungen heTvorging, sämtlich zum Typ b. Einige Stamme 
zeigten jedoch starke Ähnlichkeit in der Gelatinekolonie mit dem Typ a, 
von dem sie sich aber durch das Pehlen de-? Gäiungs- und Sprossungs- 
veimögens unterschieden ; auch zeigten diese Stämme gewisse Ähnlich- 
keit mit der Oosporeen- Gattung Monilia Fers., tm. Sacc. 

Der früher für die Gattung Oospora vielfach angewandte Name Oidium 
Fres . ist vom systematischen Standpunkt aus nicht zu halten, da er schon 
für die mit Haustorien versehene ( )o8poreen- Gattung Oidmm Link, em. Sacc. 9 
die Konidienformen von Erysiphcen , vergeben ist, weshalb auch in dieser 
Arbeit von der Gattungsbezeichnung Oidmm Abstand genommen worden ist. 

Zu Beginn der Untersuchungen wunden Oospora- Stamme ver- 
schiedenster Herkunft isoliert. Eine Übersicht über diese Stämme gibt 
Tabellel (S. 69-73). Berücksichtigt sind in dieser Tabelle die morphologi- 
schen Eigenschaften und einige physiologische Leistungen wie Fett- 
bildung, Fettspaltung und Eiweißabbau in Milch. 

Die Bestimmung der Stamme erfolgte gegen Abschluß der Arbeit noch 
einmal. Es zeigto sich, daß m der Zwischenzeit keine morphologischen und 
physiologischen Veränderungen eingetreten waren. Stamm 2 und 8 erwiesen 
sich im Laufe der Untersuchungen als identisch mit anderen Stämmen und 
wurden deshalb aus der Liste gestrichen. 

In Tabelle 1 werden folgende Merkmale berücksichtigt: 

A. Morphologische (1 — 4): 

1. Zellverband, Mycel bildung, mittlere Mycelgröße und Oidiengröße 

wurden untersucht in Federstrichkulturen nach Henneberg ( 16). Als 

Nahrmedium fand, ebenso w»e in allen späteren Untersuchungen, 

sterile Magermilchmolke Verwendung. 
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2. Hautbildung auf Molke, 50 ccm in Kulturflaschen von 4,0 (im Durch- 
messer; pn ß,5. 

3. Kolonieform auf Würzegelatine, Würze 8° Balhng, Gelatmekonzentra- 
tion 20 ° w . Durchmesser der Kolonie nach 10 Tagen gemessen. 

4. Oruppeneinteilung nach Ritter (42). Die Ähnlichkeit der Oelatine- 
kolome mit Monilia J^ers. ist mit ,.3/“ bezeichnet, die mit OirUum 
Fres. mit 

B. Physiologische (5 7): 

5. Fettbildungsvennogen in Federstrichkulturen mit Magermilchmolke 
untersucht. 

0. Fett spa Itungsvermogen im Federstrich mit Vollmilchbouillon (1 Teil 
Vollmilch 4 2 Teile Bouillon). 

7. Eiweißabbau in steriler Magermilch m Reagensrohrehen. Der Abbau 
wurde nach der Aufhellung der Milch beurteilt : 

Kein Abbau - keine sichtbare Veränderung. 

^ Geringer Abbau — leichte noch trübe Aufhellung der Milch von 

oben her. 

Guter Abbau eine etwa 1 cm breite helle, durchsichtige 

Schicht von aufgelöster Milch. 

Starker Abbau - eine etwa 2 bis 3 cm breite helle Schicht. 

Sehr starker Abbau - fast vollständige Aufhellung bis auf geringere 
Reste am Boden der Kultur. 

Der Eiweißabbau wurde nach 20 Tagen beurteilt. 

Über die Einteilung der Oospora- Stämme in die beiden Gruppen „AP* 
und ,,/v“ ist zu sagen, daß sich alle in ausführlichen Arl leiten beschriebenen 
OosjKjreen ohne Sproß' vermögen m diese beiden Gruppen hinsichtlich ihre*, 
morphologischen und physiologischen Verhaltens einordncn lassen 
[Schnell (46), JiobtHoff-J'rctsser (5). Meubrink (35), Ritter (42) und Lemb- 
ke (25)1. 

Tabelle J. 

Stamm 1. 1. (heben länglich, eckig, 3: 8 bis 5: 12 tx; guter Zerfall m 
(hdicn, wenig Myeel 4 : 40 bi> 4 : 60 g. ■ 2. Dünne, weiße, filzige Haut auf 

Molkt». 3. Feine indiare, gerade Streifung. 0 65 mm 1 . - 4. Ritter 111 b 

- 5. Keine Fettbildung. - - 6. Fettspaltung gut. - 7. Kein Milch- 
eiweißabbau. 

Stamm 3 1. Oidien oval-rund, 4: 8 bis 5: 10 (x: vollständig in Oidien 

zerfallen. - - 2. Dünne gefaltete Haut, fast farblos durchscheinend. 3. Fein 
hirnartig gefaltet. 0 12 nun. - 4. Ritter Ha „3/“. - 5. Viel Fett. — 

6. Fett. Spaltung schlecht. 7. Milcheiweißabbau gut. 

Stamm 4. 1. Oidien länglich, abgerundet, 4 : 12 bis 5; 18 g; vollständig 
in Oidien zerfallen. - - 2. Hautbildimg fehlt, nur Mvcelflocken. Vergleiche 
Stamm 10. - 3. Breite lumartige Faltung. 0 14 mm. - - 4. Ritter Ilb 

,,AP\ - 5. Mittelgute Fettbildung. - 6. Fettspaltung schlecht. - 7. Starker 

Milcheiweißabbau. 

Stamm J: 1. Oidien oval-rund, 5: 10 bis 6: 10 g; vollständiger Zerfall 
in Oidien. • - 2. Dicke derbe Haut mit breiten hirnartigen Falten. * - 3. Grob 
hirnartig gefaltete Kolonie. 0 15mm. — 4. Ritter Ilb -- 5. Fett- 

bildung gut. — 6. Fettspaltung schlecht. --7. Sehr starker Milcheiweiß - 
abbau. 

1 0 bedeutet Durchmesser. 

5* 
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Stamm < ti: 1. Oiciien länglich, abgerundet, 4: 7 bis 6: 10 g: das ganze 
Mycel ist in Oidien zerfallen. - - 2. Dicke, weiße, watteartige Oberfläche der 
Haut, sonst strukturlos ohne Falten. - - 3. Kolonie weiß, Mitte nicht erhaben, 
strukturlos, Rand leicht gezähnt. 0 64 mm. — 4. Ritter IV --5. Fast 
keine Fettbildung. - - 6. Fettspaltung sehr stark. —7. Geringer Eiweißabbau. 

Stamm , 7 1. Oidien rundlich oval, 4: 5 bis 5 : 8 g; vollständig in Oidien 
zerfallen. - 2. Dicke feingefaltete Haut mit schmalem Rand am Glaso des 

Kulturgefaßes. * - 3. Fein lnrnartig gefaltete Kolonie 
von hellgelber Farbe. 0 12 mm (Abb. 1). 4. Ritter 

II a ~~ ö. Sehr gute Fettbildung. - - 6. Keine 

Fettspaltung. -7. Starker Eiweißabbau. 

Stamm* 9. 1. Oidien zylindrisch, wenig abgerundet, 
5 : 10 bis 5 : 18 g; Mvcelfaden gut ausgebildet, 5 : 40 g. 
-- 2. Geringe dünne, filzige Hnutbildung. - 3. Weiße 
radial* gestreifte Kolonie. 0 57 mm. - 4. Ritter l LI 1> 

HHHHHHiH ,,//*. - — 5. Keine Fettbiklung. - - 6. Fettspaltung gut. 
Abb. i. ootporn 7 . — 7. Kein Eiweiüabbau. 

nat Große. Stamm 10: 1. Oidien länglich, abgerundet, 4:12 

bis 5 ; 18 g; Mycel vollständig in Oidien zerfallen. 

2. Keine Hautbildung, Mycel nur m untergetauchten Flocken Vergleiche 
Stamm, 4. ~ 3. Kolonie fein lnrnartig gefaltet. 0 14 mm. 4. Ritttr II b 

,,A/“ - - 5. Gute Fettbiklung. - - 6. Fettspaltung schlecht . -7. Sehr starker 

Eiweißabbau. 

Stamm 11: 1. Oidien länglich oval, abgerundet, 5* 12 bis 5. iS g; Mycel 
vollkommen in Oidien zerfallen. - 2. Dicke Haut mit engen lui mutigen 

Falten. * 3. Kolonie mit breiten liun* 

artigen Falten. 0 13 mm. * 4. Ritter 

■ Ila - 5. Gute Fettbildung. 

6. Fett Spaltung sehlecht - - 7. Starker 
Eiweißabbau. 

Stamm 12 . 1. Oidien rundlich oval. 
4.5 bis 5:8g; Mycel vollständig in 
Oidien zerfallen. - - 2. Haut (hum, farb- 
los, glanzend. Sinkt leicht untci. 

3. Kolonie wellig radial* gefaltet mit 
hirmirtiger Mitte. Farblos, durch- 
scheinend. 0 40 nun (Abb. 2). - 

4. Ritter II b - - 5. Sehl* gute 

Fettbiklung. - 6. Keine Fett Spaltung. 

- - 7. Krweißablmu sehr stark. 

Stamm 1 o . 1 Oidien wenig ab- 

Abb. 2 Ootpora js. nat. Große. gerundet, eckig, 4 : 10 bis 6 : 16 g. Stark 

verzweigtes Mycel, wenig m Oidien zer- 
fallen. - - 2. Haut rein weiß, watteartig. -- 3. Kolonie weiß, radiar ge- 
streift. 0 62 mm. - - 4. Ritter ILIb ,,/>‘\ — 5. Keine Fettbiklung. 

6. Gute Fettspaltung. - - 7. Geringer Erweißabban. 

Stamm 14: 1. Oidien rundlich oval, abgerundet. M\eel vollständig ui 
Oidien zerfallen. — 2. Haut derb, enge hirnartige Falten, weiß -gelblich. * - 
3. Kolonie weißlich gelb, fein himartig gefaltet. - - 0 14 mm. - - 4. Ritter 11a 
- - 5. Fettbildung sehi gut. — 6. Keine Fett Spaltung. - 7. Eiweiß- 
abbau sehr stark. 
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Stamm 15- 1. Oidien ländlich oval, 6 : 10 bis 0:14 g. Mycel vollständig 
m Oidien zerfallen. - 2. Haut breit himartig gefaltet. -- 3. Hirnartige Form 

mit breiten Falten, weißlieb gelb gefärbt. 0 13 mm. - - 4. Ritter II b ,,Af“. — 
3. Fettbildung sehr gut. - - 0. Fettspaltung ganz gering. - - 7. Milcheiweiß- 
ahbau sehr stark. 

Stamm l(i: 1. Oidien lang oval, 5: 10 bis 0: IS g. Vollständiger Zerfall 
des Myeels in Oidien. - - 2. Haut grob himartig gefaltet. - - 3. Kolonie breit 
hirnartig gefaltet. 0 12 mm. Abb. 3. - 4. Ritter II b 

5. Fettbildung sehr gut. - 0. Fettspaltung 

schlecht. * 7. Eiweißabbau stark. 

Stamm 17 1 Oidien wenig abgerundet, eckig, 

4* 10 bis 4: 12 g. Myeel nur teilweise in Oidien zer- 
fallen. Mycel 4 : 40 ins 4 . 30 j x. - 2. Hautbildung 

glatt, wattig, weiß, strukturlos; sinkt nicht unter. - — 

3. Kolonie mit spiralig gebogenen Rachen. 0 71 mm. 

Abb. 4. * 4. Ritter JIIc 3. Fettbildung nicht vor- 
handen. - - 0. Fettspaltung sehr stark. - 7. Eiweiß- 

abbau gering. 

Stamm IS • J. Oidien ähnlich Stumm 17. — - 2. Haut- 
bildung wattig weiß. -- 3 Kolonie mit spiralig ge- 

bogenen Radien, breiter als bei Stamm 17. Schneller wachsend. 0 81 mm. 
Jm übrigem Stamm 17 sehr ähnlich. - 4. Ritter Ille ,,/v“. - 3. Keine 

Fettbildung. 0. Fettspaltung sehr gut. — 7. Eiweißabbau gering. 

Stamm. 111 1. Oidien rund oval, 3 10 bis 0:13 g. Vollständig m Oidien 

zerfallen. - 2. Haut glatt, strukturlos, leicht mitersinkend. - 3. Kolonie 
weiß, strukturlos mit etwas ei hohter Mitte. 0 01 mm 4. Ritter \X -- 

3. Keine Fettbildung. 0. Fettspaltung 
gut. - 7. Eiweißabbau genug 

Stamm 20. 1. Oidien oval, 3 9 bis 

3* 12 [i. Mycel vollständig in Oidien zei- 
fallen. - - 2 Haut glatt, stiukturlos, teil- 
weise untei getaucht . 3. (Hatte, struktui- 

losc Kolonie mit erhabener Mitte. 0 00 mm 
4 Rittir IV ,,A“. 3 Keine Fettbildung. 

0 Fettspaltung sein stark - - 7 Kiweiß- 
abbau gering 

Stamm 21 1. Oidien rund oval, 4 3 

bis 7 10 [x Mycel vollständig m Oidien zer- 
teilen - 2. Haut dünn strukturlos, leicht 

leißend und untersinkend. 3. Kolonie 
mit wellenförmigen radialen Faltern, die 
Mitte ist himartig gefaltet. Oberfläche der 
Kolonie* leucht glanzend. 0 38 mm. 4. Ritter II b „4/“ 3. Fett- 

bildung sehr gut . - 0. Fettspaltung schlecht . 7. Eiweißabbau gut. 

Stamm. 22. 1. Oidien zylindrisch, abgerundet. Mycel noch vorhanden. 
Oidien 0 . 10 bis S • 12 jjl. Mycel 7 40 jjl. 2. Haut weißlich gelb, struktur- 
los. - 3. Kolonie w r eiß, radial* gestreift. 0 00 mm. - 4. Ritter III a - - 

3. Kein Fett. 0. (Jute* Fettspaltung. - 7. Kein Eiweißabbau. 

Stamm 23* 1. Oidien zylindrisch, abgerundet, 4: 0 bis 4: 10g. Mycel 
noch vorhanden 4 • 23 g. - 2. Haut weiß, glatt, strukturlos. - 3. Weiße, 
radiar gestreifte Kolonie. 0 02 mm. 4. Ritter III b 3. Keine Fett- 

bildung. 0. Fettspaltung gut. -7. Kein Eiweißabbau. 



\bb. 4. ihn tpora 17. 1 / _» nat. Große 



Abb. 3 Oogjfora in, 
nat Große 
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Stamm 24: 1. Mycel vollständig in Oidien zerfallen, 4 : 5 bis 5 : 7 jx. * - 
2. Haut weiß, wattig, glatt. - - 3. Radiär gestreifte Kolonie. 0 62 mm. -- 
4. Ritter IIEb — 5. Keine Fettbildung. — 6. Fettspaltung selir gut. - — 
7. Eiweißabbau gering. 

Stamm 25: 1. Oidien zylindrisch, abgerundet, 5: 8 bin 6: lüg. Mycel 
4 : 80 g. - — 2. Haut weiß, wattig, glatt. - - 3. Radiär gestreifte Kolonie, 
weißlich gell). 0 64 mm. - - 4. Ritter III b „//*. — 5. Fettbildung fehlt. - - 
6. Fettspaltung gut. -- 7. Kein Eiweißabbau. 

Stamm 20: 1. Oidien zylindrisch, abgerundet, 5 : 8 bis 6 : 10 jx. Mycel 
vollständig in Oidien zerfallen. - 2. Haut dünn, farblos, leicht untersinkend. 

- - 3. Oberfläche der Kolonie glatt, strukturlos, durch Verflüssigung der 
Gelatine leicht feucht weidend. 0 66 mm. * - 4. Ritter I - - 5. Fott- 



Abb. ^ Oospora 27, nat. Größe Abb. H. Oospora 2S, i 2 iiat. Große 


bildung nicht vorhanden. - 6. Fettspaltung sehr stark - 7. Kein Eiweiß- 

abbau. 

Stamm 27: 1. Mycel vollkommen in Oidien zerfallen, 3 : 5 bis 4:6g - 
2. Weiße, breit hirnartig gefaltete Haut. - 3. Gelblich weiße Kolonie mit 
breiter radiärer Faltung und himartiger Mitte. 0 27 mm (Abb. 5). 

4. Ritter II b „jW“. - - 5. Sehr gute Fettbildung 6 Fettspaltung schlecht .- 
7. Sehr starker Eiweißabbau. 

Stamm 2S: 1. Oidien zylindrisch, abgerundet, 5:8 bis 6: 13 jx. Nur 
wenig Mycel ist m Oidien zerfallen, Mycel 4:16 g. 2. Haut hildung weiß, 
wattig, leicht gewellt. - 3. Weiße radiar gestreifte, dick filzige Kolonie. 
0 58 mm (Abi). 6). - 4. Ritter lila „//*. - - 5. Keine Fettbildung. - 6. Oute 
Fettspaltung. - 7. Geringer Eiweißabbau. 

Stamm 29: 1. Oidien zylindrisch, eckig, 4: 7 bis 4: 10 [x. Myeelzcllen 
4: 40 g. — 2. Hautbildung dick, weiß, wattig. - - 3. Weiße Kolonie mit 
geraden Streifen. 0 60 mm. — 4. Ritter lila ,,//\ — 5. Keine Fettbildung.- - 
6. Sehr gute Fettspaltung, * - 7. Kein Eiweißabbau. 

Stamm 30- l. Oidien zylindrisch, abgerundet, 6: 8 bis 7: 13 jx. Mycel 
vollständig m Oidien zerfallen. - 2. Haut bildung (Hum farblos, zerbrechlich. 
— 3. Kolonieoberflache strukturlos, farblos durch frühe Gelatineverfhissi- 
gung. Vergleiche Stamm 20. 0 65 mm. - - 4. Ritter 1 „7/*. 5. Fettbildung 

ganz gering. - - 6. Fettspaltung sehr stark. - - 7. Eiweißabbau ganz gering. 

Stamm 31: 1. Oidien zylindrisch, abgerundet, 4 : 6 bis 5 : 7 jx, Mycel ist 
noch vorhanden, 4 : 34 jx. - - 2. Hautbildung dünn, farblos, mit glatter Ober- 
fläche. - - 3. Kolonie farblos, feucht glänzend. 0 68 mm. - - 4. Ritter I 
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- 5. Keine Fettbildung. — 6. Fett Spaltung sehr gut. - 7. Eiweiß - 

abbau gering. 

Stamm 32: ]. Oidien oval bis rund, 3 : 5 bis 4:6g. Das Mycel ist voll- 
ständig m Oidien zerfallen. - * 2. Hautbildung dick, breit himartig ge- 
faltet. - - 3. Kolonie weiß, breit radiär gefaltet mit hirnartiger Mitte. 0 27 mm 
(Abb. 7). — 4. Ritter II b „Af“. 5. Sehr gute Fettbildung. - - 6. Fett- 

spaltung schlecht. - 7. Eiweißabbau sehr stark. 

Stammt 33: 1. Oidien sehr variabel in Form imd Große, zylindrisch, ab- 
gerundet, 3 : 5 bis 6:8 ji. Vollständig in Oidien zerfallen. - - 2. Haut weiß, 
wattig, mit glatter Oberfläche. 0 64 mm. - 3. Kolonie weiß strukturlos, 
ohne erhabene Mitte - 4. Ritter IV ,,//\ - 

o. Keine Fettbildung. 6 Fettspaltung sehr 
stark. * 7. Eiweißabbau gering. 

Stamm, 34: 1. Oidien länglich oval, 4. 6 bis 
: 12 g. Vollständig m Oidien zerfallen 

2. Haut diinn, leicht untergetaucht, farblos. - - 

3. Kolonie hirnartig gefaltet, Mitte erhobt, 

feucht glanzend, farblos, 0 40 mm. 4. Ritter 
11b „A7“. - 5. Sehr gute Fettbildung. * - 6. Fett - 

Spaltung schlecht. 7. Eiweißabbau stark 

Stamm 35 1. Mycel 4 : 30 g, fast vollständig Al»b. 7 <u,spom ,*?*, nut Uioiie 
in Oidien zerfallen. Oidien länglich oval, 4 : 3 bis 

4:6g 2. Haut weiß wattig, strukturlos. - 3 Kolonie weiß, wattig, 

strukturlos. Mitte nicht erhaben. 0 60mm. - 4. Ritter IV - 

3. Fettbildung fehlt. - 6. Fettspaltung sehr stark. - 7. Eiweißabbau gering. 

Stamm 3fi: I. Mycel 4:60 g, fast ganz in Oidien zerfallen. Oidien 
zylindrisch, abgerundet, 4 : 6 bis 5 : 8 g.~ 2. Haut weiß, watteartig, dick mit 

glatter Oberfläche. 3. Kolonie schwach radial* gestreift. 0 63 mm. 

4. Ritter lila ,,//\ - 3 Keine Fettbildung - 6. Fettspaltung gut. 

7. Eiweißabbau gering. 

Stamm, 37' 1. Das ganze Mycel ist in kleinzellige Oidien zerfallen, 
4 : 3 bis 4 : 6 g. 2. Haut farblos, leicht mitergetaucht. - - 3. Kolonie breit 
hirnartig gefaltet, feucht glanzend, farblos. 0 34 min. - - 4. Ritter II b 
„A/‘\ 3. Fettbildung vorhanden, aber nicht stark. * 6. Fettspaltung 

gering. - 7. Eiw'eißabbau gut. 

Stamm 3S: 1. Das Mycel ist vollständig m Oidien zerfallen 4.6 bis 
3 :8g.- 2. Haut dünn, weiß, filzig. - - 3. Kolonie racliar gestreift, Radien 

leicht wellenförmig. 0 64 mm. - * 4. Ritter II II» --5. Keine Fett- 

hildung. - - 6. Fettspaltung gut. 7. Kein Eiweißabbau. 

Stamm, 39: 1. Mycel 4:60 g, fast ganz in Oidien zerfallen. Oidien 
zylindrisch, abgerundet, 3 : 8 biso : 10 g. - - 2. Haut weiß, dick watteartig. -- 

3. Kolonie schwach radial* gestreift, Radien gerade. 0 63 mm. 

4. Ritter J Ha ,,//\ 3. Keine Fettbildung. 6. Fettspaltung sehr stark. - 

7. Geringer Eiweißabbau. 

Die zwei von mir in dieser Tabelle unterschiedenen Gi uppen von 
Ompora Wallr. erwiesen sieh noch im Laufe der weiteren Untersuchungen 
als scharf voneinander getrennt. Zusammenfassend konnte schon jetzt 
über diese beiden Gruppen gesagt werden: 

(kuppe „A/“: Kolonieform ähnlich MoftUia Pers em. Saec. Gute 
Fettbildung, schlechte Fettspaltung. Starker Eiweißabbau in Milch. 
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Gruppe „ L Kolonieform ähnlich Oidium laetis Fres . Keine Fett- 
bildung, gute Fettspaltung. Geringer Eiweißabbau in Milch. 

In diesem Zusammenhang erscheint eine Beobachtung von Mellanby( 34) 
interessant, der feststellte, daß durch tryptische Fermente Lipasen in ihrer 
Wirkung gehemmt werden. 

Wenn man nun mit Lembke (25) annimmt, daß sich tryptische und 
lipatische Fermente im Zellinnem ebenso verhalten, so kann man das Auf- 
treten größerer Fettmengen im Zellinnem so erklären, daß die durch den 
Stoffwechsel der Zelle gebildeten Lipoide infolge der starken Erzeugung 
von tryptischen Fermenten nicht oder nur schwer wieder abgebaut werden 
können. Auf diese Weise könnte es dann in den Zellen mit hohem Gehalt 
an tryptischen Fermenten zu einer Fettspeicherung kommen, die zu einer 
Degeneration (Überfettung) imd zum Absterben der Zelle führen könnte, 
wie das bei den Stämmen der Gruppe Ritter Ha und Ilb und Gruppe „Af“ 
der Fall ist. Wenn nur wenig tryptische Fermente vorhanden sind, kann 
das gebildete Fett im weiteren Wachst umsverlauf sogleich wieder durch die 
nicht gehemmte Lipase abgebaut werden, und es kommt so nicht zu einer 
Fettspeicherung. Dies könnte der Fall sein bei den Stämmen der Gruppe 
Ritter I, lila, Illb, III c, IV und Gruppe „Z/‘. 

Indessen könnte eine geringe Fettbildung auch durch das Fehlen 
geeigneter Kohlenhydrate bedingt sein, oder dadurch, daß die vorhandenen 
Kohlenhydrate nicht ausgenutzt werden können. 

II« Untersuchungsmethoden. 

Die Methode der Trockensubstanzbestimmung . 

Um ein Maß für die Menge des gebildeten Mycels zu erhalten, 
wuide die Trockensubstanz bestimmt. Hicizu wuide das Mycel vom 
Nähi medium (Molke) durch Filtration getrennt, dann zwecks Säuberung 
von noch anhaftender Molke auf dem Filter mehrmals mit dest. Wasser 
gewaschen und bei geeigneter Temperatur bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. 

Bei der Prüfung von Filtern auf Biauclibarkeit gelang eine restlost» 
Trennung von Mycel und Nährmedium ohne weiteres mittels >SVi7z-Filter 
unter Anwendung eines Unterdruckes von 12 bis 15 mm Hg, es trat jedoch 
leicht ein Verstopfen der Filterporen beim Filtrieren größerer Mycelmengen 
ein. Infolgedessen erfolgte die Filtration sehr langsam, und das Auswaschen 
des Mycels war nur imvollständig zu erreichen. 

Eine restlose Trennung mittels Filtrierpapier gelang nicht, stets gingen 
einzelne Oidien mit durch das Filter; diese wurden also bei der Trocken - 
substanzbestimmung nicht mit erfaßt. Um nun ein Maß für die Größe 
dieses Verlustes zu erhalten, wurde folgender Versuch angestellt: 

Je 500 ccm Molke wurden in 1 Liter Kochflaschen sterilisiert und mit 
Oospora beimpft. Die Kulturen blieben 10 Tage bei 18 bis 20° C stehen 
und wurden täglich einmal kräftig geschüttelt, um eine Deckenbildung zu 
vermeiden und einen weitgehenden Zerfall in Oidien zu begünstigen. Nim 
wurden je 10 ccm mittels Papierfilter filtriert imd die Keimzahl auf Würze- 
agar vor und nach dem Filtrieren bestimmt. Als Filter winden gefaltete 
Rundfilter oder Faltenfjlter von Schleicher d* Schiill benutzt. 
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Untersucht wurden Rundfilter 0 12,5 cm Nr. 595 und Nr. 597, Geh. 
Filter 0 12,5 cm Nr. 575, Aschefreie Filter 0 12,5 cm Nr. 589 x , Nr. 589 t , 
Nr. 589 3 und Faltenfilter 0 12,5 cm Nr. 588. 

Es wurden die sechs Oospora -Stämme 9 , 13, 14, 16, 27 und 32 untersucht. 
Nur die Untersuchungsergebnisse der Stämme 9 und 27 sind hier in Tabelle II 
mitgeteilt, da die Ergebnisse bei 9 und 13 einerseits und bei 14, 16, 27 und 32 
andererseits untereinander sehr ähnlich waren. 

Tabelle II. Der durch Filtration entstehende Verlust bei Ver- 


wendung verschiedener Filter. 


Filter 

Nr. 

| Versneh mit Ootpora 97. 

Anfangskeimzahl 1220 . 10 4 ,ccm 

Versuch mit Ootpora 9. 
Anfangskeimzahl 400 . 10 4 /ccm 

i Keimzahl 

ccm im Filtrat 

Verlust in o/ 0 der 
Gesamtkeimzahl 

Keimzahl 

ccm im Filtrat 

Verlust in °/ 0 der 
Gesamtkeimzahl 

595 

ll 23,1 . 10 4 

1,90 

14,2 . 10* 

3,55 

597 

, 4,2 . 10* 

0,34 

3,2 . 10« 

0,80 

575 

1,5 . 10* 

0,12 

1,0 . 10 4 

0,25 

589 i 

45,0 . 10* 

3,70 

24,1 . 10* 

6,03 

589 2 

3,0 . 10* 

0,25 

2,0 . 10* 

0,50 

Ö89g 

0,2 . 10* 

0,02 

0,1 . 10* 

0,03 

588 

4,0 . 10* 

0,33 

2,8 . 10* 

0,70 


Berücksichtigt man, daß nur einzelne Oidien, nicht aber größere Mycel - 
stiicke durch das Filter gehen, so kommt man zu dem Ergebnis, daß bei der 
Trockensubstanzbestimmung ein Verlust entsteht, der in Prozenten der 
Trockensubstanz höchstens die Hohe des Verlustes m Prozenten der Gesamt - 
keimzahl erreichen kann. 

Die Filtrationsgeschwindigkeit bei den Filtern Nr. 575, 589* und 589. 
war langsamer als die von Filter Nr. 588. Unter Berücksichtigung der 
Filtrationsgeschwindigkeit kamen daher für alle folgenden Versuche Falten- 
filter Nr. 588 zur Verwendung, bei deren Verwendung also nur ein Verlust 
entstand, der bei Oospora Nr. 27 maximal 0,33 ° () , bei Oospora Nr. 9 maximal 
0,70 ° 0 der Gesamt trockens übst an z betrug. 

Bei Filtration von 50 und 100 ccm war der Verlust in Prozenten der 
Gesamt keimzahl noch geringer, anscheinend wird ein Teil der weiteren 
Filterporen gleich zu Anfang des Filtrierens verstopft. 

Der Fehler, der durch den Filtrat ions Verlust entsteht, ist demnach so 
gering, daß er für die folgenden Versuche unberücksichtigt bleiben kami. 

Das Mycel wurde auf dem Filter mehrmals mit dest. Wasser gewaschen. 
Ungenügendes Waschen ist bei der nachfolgenden Trocknung bei 103° C 
stets an der dunkelbramien Verfärbung zu erkennen, die größtenteils von 
dem Milchzucker der nicht ausgewaschenen Molke herrührt, der bei der 
Trocknung karamelisiert . 

Das Mycel w-urde bei 103° C getrocknet; eine höhere Temperatur er- 
schien nicht angebracht, da hierbei das gebildete Fett sich leicht oxydieren 
konnte, was eine Gewichtserhöhung zur Folge gehabt hätte. Die Trocken - 
dauer bis zur Gewichtskonstanz betrug etwa 6 bis 12 Stunden. 

Das getrocknete Mycel erwies sich als stark hygroskopisch. Um eine 
Gewichtszunahme zu verhindern, wurde das Filter in einem offenen Wäge- 
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glas im Trockenschrank getrocknet, im offenen Wägeglas im Exsikkator 
über Chlorcalcium 1 Stunde lang abgekühlt, und danach das Wägeglas mit 
geschlossenem Deckel gewogen. 

Das Trocknen des Mycels wurde bis zur Gewichtskonstanz wiederholt. 
Auf diese Weise war es möglich, eine absolute Gewichtskonstanz zu erzielen. 
Das Wägegläschen hatte zweckmäßig eine schmale, hohe Form, die es 
erlaubte, das Faltenfilter aufrecht stehend zu trocknen (Durchmesser etwa 
4,6 cm und Höhe 7,5 cm). 

Die Methode der quantitativen Fettbestimmung. 

Um das Fett aus pflanzlichem Material zu gewinnen, z. B. aus 
Ölsamen, Kakaobohnen und ähnlichem, wird dieses zunächst fein gemahlen 
und dann im Soxhlet -Apparat mit wasserfreiem Äther extrahiert. 

Nach dieser allgemein gebräuchlichen Methode machte Kramer (20) 
seine Fettbestimmungen bei Penicillium , Laborde (22) bei Eurotiopsis 
Oayoni , Ferner (38) bei Aspergillus und Citromyces und Lindtier (27) bei 
Bier - und Bächereihe jen und bei Torula. 

Diese Methode sollte auch bei dem getrockneten und fein gemahlenem 
Oospora - Mycel verwendet werden. 

Dabei zeigte sich jedoch, daß 1. die Extraktion des Fettes sehr langsam 
erfolgte, und daß 2. das Fett nicht restlos aus den getrockneten Zellen durch 
den Äther entfernt wurde. 

Um die Extraktionsdauer zu bestimmen, wurde das Mycel bei 103° 0 
hart getrocknet und in einem Porzellanmörser zerrieben, und, um eine weit- 
gehende gleichmäßige Feinheit zu erhalten, das fein zerriebene Mycel durch 
Müllergaze (0,3 qmm) gesiebt. Die Dauer der Extraktion gibt Tabelle III 
wieder. 



Tabelle 

III. 



Mycelmenge 

3010 mg 

°/o 

1046 mg 

°/0 

Fett nach 3 Std 

58 mg 

5,7 

60 mg 

5,7 

v r> 7 v * • • • 

70 , 

6,9 

76 „ 

7,2 

* , 11 „ ... 

76 „ 

7,6 

80 * 

7,6 

„ * 18 „ .... 

82 „ 

8,1 

86 , 

8,1 

24 

V y> n .... 

82 „ 

8,1 

86 „ , 

8,2 


Das Mycel stammte von auf Molke gezüchteter Oospora 16. 


Es zeigte sich, daß erst nach etwa 24 Stunden eine vollständige Er- 
schöpfung des zu extrahierenden Materials eintrat. 

Betrachtete man nun das bis zur Erschöpfung extrahierte Mycel unter 
dem Mikroskop, so zeigte sich nach Färben mit Sudanrot III, daß in den 
Zellen, die nicht durch das Zerreiben zerstört waren, die Fetttröpfchen noch 
in großer Zahl im getrockneten Plasma eingeschlossen waren. Zellmembran 
und Plasma ließen also im getrockneten Zustande den Äther auch nach 
stundenlanger Einwirkung nicht eindringen. 

Ein noch feineres Verreiben würde diesen Übelstand wohl teilweise 
beseitigen, es erschien jedoch unmöglich, eine restlose Zerstörung aller 
Zellen zu erreichen. 

Eine weitgehendere Zerkleinerung des Mycels durch Verreiben mit 
Quarzsand, rdit der Kuppel (44) bei Ölsamen bessere Ergebnisse erzielte, 
brachte daher auch keine befriedigende Lösung, sondern zeigte, wenn 
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auch im geringeren Maße, die gleichen Fehler wie ein einfaches Zer- 
reiben im Porzellanmörser . VöUz (50), der Fettbestimmungen in Hefe 
durchführte, erreichte eine noch weitgehendere Zerkleinerung des Materials 
durch stundenlanges Mahlen des getrockneten Materials in Kugelmühlen 
mit Porzellankugeln, was jedoch zu zeitraubend und für Massenanalysen 
daher nicht geeignet ist. 

Deshalb wurde von einer mechanischen Zerkleinerung des Mycels zur 
Fettbestimmung abgesehen. Zur Aufschließung des Mycels kamen nun nur 
noch chemische oder biologische Methoden zur Zerstörung von Plasma und 
Membran in Frage, um so das Fett freizulegen, so daß es bei einem nach- 
träglichen Ausschütteln mit Fettlösungsmitteln von diesen aufgenommen 
werden konnte. 

Zunächst wurde versucht, durch Autolyse des frischen Mycels die Fett- 
tröpfchen freizulegen und sie so einem Ausschütteln mit Äther zugänglich 
zu machen. Nach Angaben des DRP. 309 260 Kl. 53h und nach Lindner (28), 
der bei Hefen auch eine nicht restlose Extraktion des Fettes durch Äther 
im Soichlet-Appa,ra,t feststellte, hat sich diese Methode bei der Fett- 
bestimmung in Hefe sehr gut bewährt. Für Oospora war diese Methode nicht 
brauchbar, da die Autolyse erst nach mehreren Tagen eintrat, und da viele 
Zellen überhaupt keine Selbstverdauung zeigten, so daß auch hier keine 
vollständige Entfettung zu erwarten war. Außerdem konnten hierbei nicht 
Trockensubstanz und Fett von ein und demselben Versuch festgestellt 
werden. 

An chemischen Methoden kamen in Frage die Auf Schließung des 
Mycels mittels Ammoniak oder mittels Alkalischmelze und die hydrolytische 
Spaltung von Plasma und Zellmembran durch Salzsäure. 

Eine Lösung der Eiweißstoffe in kalter Ammoniaklösung war aber 
selbst bei Anwendung von 25 %igem Ammoniak nicht zu erreichen, da die 
Zellmembran sich nicht mit auflöste. Die zuerst von Hose (43) für die Fett- 
bestimmung in Milch ausgearbeitete Methode wurde später von Gottlieb (12) 
verbessert. Beide erkannten die Wichtigkeit des Petrolätherzusatzes, der 
verhindert, daß Eiweiß bestand teile und Wasser mit in die Äther-Fettschicht 
übergehen. Aus diesem Grunde wurde auch bei der später ausgearbeiteten 
Methode der Fettbestimmung im Oospora- Myoel Äther in Mischling mit 
Petroläther verwendet. 

Bei der Freilegung des Fettes mittels einer Schmelze von Stangen- 
atzkali nach Haehn und Kinttof (14) wird zunächst das getrocknete Mycel 
mit Ätzkali geschmolzen, wobei das Fett in Form seiner Fettsäuren in 
Freiheit gesetzt wird. Aus der mit Wasser verdünnten Schmelze werden 
die Fettsäuren, nach Ansäuern mit verdünnter Schwefelsäure, durch Petrol- 
äther ausgeschüttelt. Die vom Petroläther teilweise mit aufgenommene 
Schwefelsäure wird durch Waschen des Petroläthers entfernt und der 
Petroläther abdestilliert. Die so erhaltenen freien Fettsäuren werden in 
absolutem Alkohol gelöst und mit n/10 Lauge titriert. Die Umrechnung 
der verbrauchten Lauge geschieht dann auf Ölsäure bzw. Triolein. 

Eigene Untersuchungen nach dieser Methode ergaben gute Werte, 
jedoch waren Massenuntersuchungen infolge der langwierigen Prozesse 
schlecht durchzuführen. Außerdem erschien es mir als Fehler, daß man die 
Umrechnung auf Ölsäure vornehmen mußte, ohne die Gewißheit zu haben, 
daß überhaupt im Pilzfett allein oder zum größten Teile ölsäureglyceride 
Vorgelegen haben. 
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Untersuchungen über die Zusammensetzung des Pilzfettes bei anderen 
Pilzen haben gezeigt, daß diese aus Triglyceriden verschiedener Fettsäuren 
bestehen. So besteht nach Ward , Lewis , May und Herrik (öl) das Fett von 
Peniciüiufn aus Glyceriden der Palmitin-, Stearin-, Olein- und a- und 
/9 -Linolensäure, was mit den früheren Feststellungen Barbers (2) überein- 
stimmt. Daubney und Mac Lean (8) fanden im Fett der Hefe Ölsäure, 
Linolensäure, Palmitinsäure und daneben Spuren von Laurinsäure. Haehn 
und Kintto] ( 14) fanden bei Endomyces vemalis eine verschiedene Zusammen- 
setzung des Fettes je nach der Dauer und Art der Heranzüchtung. 

Daher schien es angebracht, eine Methode anzuwenden, die es gestattete, 
die Umrechnung auf Ölsäure zu umgehen. Eine solche schien in der für die 
Milchfettbestimmung angewendeten Methode nach Schmidt Bondzynski 
gegeben zu sein. 

Die Grundlagen der Fettbestimmung nach vorheriger Hydrolyse des 
zu untersuchenden Materials wurden von Schmid (45) entwickelt. Hierbei 
wird das Eiweiß der Milch durch Kochen mit 25 ° 0 iger Salzsäure zersetzt, 
wobei das Fett, wie die Untersuchungen von Ratzlafj (40) gezeigt haben, 
weitgehend geschont und nur zu einem geringen Teile in Fettsäuren und 
Glycerin gespalten wird. 

Bondzynski (6) entwickelte diese Methode dann weiter, ho daß sie auch 
für die Fettbestimmung in Käse Anwendung finden konnte. 

Nach Lösung der Eiweißstoffe mit Salzsäure wird das Material dann 
nacheinander mit 10 ccm Alkohol, 25 ccm Äther und 25 ccm Petroläther in 
einem graduierten Schüttelzylinder von 100 ccm Volumen ausgeschüttelt 
und bis zu einer klaren Trennung der Äther-Petroläther-Fettsehicht stehen- 
gelassen. Diese Äther-Fettschicht wird dann zu einem aliquoten Teile 
abpipettiert und der Äther abdestilliert. Im Destillierkolben bleibt das 
Fett zurück, das auf die Gesamtmenge umgerechnet wird. 

Bei denVersuchen mit getrocknetem Oospora -Mycel zeigte sich, daß 
durch die 25 ° ö ige Salzsäure das Mycel und das Filter bei 10 bis 15 Minuten 
Kochdauer vollständig auf gelost wird. Es bleibt eine dunkelbraune Flüssig- 
keit mit tröpfchenförmig suspendiertem Fett zurück. Beim Ausschütteln 
derselben mit Alkohol, Äther und Petroläther bleibt nach dem Absetzen der 
Flüssigkeiten im unteren Teile des Schüttelzylinders eine von Fett voll- 
ständig freie Schicht zurück. Die obere Schicht mußte somit alles Fett 
enthalten. 

Die Fettbestimmungen erfolgten nun in folgender Weise: ln einem 
200 ccm-Weithals-J^rZenmeyer-Kolben wird das Papierfilter mit dem an- 
getrockneten Mycel unter Zugabe von 20 ccm Salzsäure (spez. Gew. 1,124) 
und einigen Glasperlen (Bimsstein ungeeignet!) auf einem Asbestdrahtnetz 
bei kleiner Flamme 10 bis 15 Minuten gekocht. Ein Uhrglas auf dem Kolben 
verhindert hierbei ein Verspritzen der Flüssigkeit und ein allzu starkes Ein- 
dampfen der Salzsäure. Nach dem Abkühlen auf etwa 30 bis 40° 0 wird die 
Flüssigkeit unter Nachspülen des Erlenmeyer - Kolbens mit 10 ccm Alkohol, 
25 ccm Äther und 25 ccm Petroläther in den Schüttelzylinder überführt. 
Nach jeder Zugabe wird kräftig durchgeschüttelt. Zuletzt wird die Flüssig- 
keit im Schüttelzylinder auf die Marke 100 ccm mit Aqua dest. aufgefüllt. 
Nach 8 bis 24 Stunden haben sich die Schichten vollständig getrennt, die 
leicht gelblich gefärbte Äther-Fettschicht ist vollkommen klar. Nim wird am 
Zylinder das Gesamtvolumen des Äther - Petroläther -Fettgemisches fest- 
gestellt und ein aliquoter Teü (etwa 40 ccm) abpipettiert. Als Destillier- 
einrichtung für den abpipettierten Äther hat sich besonders gut die Ein* 
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richtung nach Schwarz (48) bewährt, die unter Vermeidung von an- 
geschliffenen Kolben trotzdem ein gutes Abdestillieren des Äthers gewähr- 
leistet. 

Das im Destillierkolben zurückbleibende Fett wird bei 102 bis 103° C 
getrocknet. Die Trockendauer beträgt bis zur Gewichtskonstanz etwa 6 bis 
10 Stunden. Ein allzu langes Trocknen ist unbedingt zu vermeiden, da 
sonst durch Autoxydation eine Gewichtszunahme des Fettes eintritt. Bei 
höheren Trockentemperaturen (105 bis 106° C) tritt leicht eine Zersetzung 
des Fettes ein, die man an dem stechenden Geruch nach Acrolein, einem 
Zersetzungsprodukt des Glycerins, erkennt. 

Das bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Fett wird dann auf die 
Gesamtmenge des Äther-Fettgemisches, abgelesen am Schüttelzylinder, 
umgerechnet. 

Im folgenden Versuch soll der Unterschied in der quantitativen Er- 
fassung des Fettes durch die Äther extraktion im Soxhlet - Apparat und 
durch die Salzsäuremethode nach Schmid- Bondzynski gezeigt werden. 

Zu diesem Versuch wurde eine große Menge Pilzmaterial (Oospora 16) 
auf steriler Molke gezüchtet. Nach guter Fettbildung, festgestellt im mikro- 
skopischen Präparat, wurde das Mycel abfiltriert, gewaschen und auf Glas- 
platten bei 103° C getrocknet. Das getrocknete Material wurde fein ge- 
mahlen (0,5 mm-Sieb). 

Eih Teil des Mycels wurde nun in Extraktionshülsen abgewogen, wobei 
da« genaue Gewicht erst nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz 
festgestellt wurde, und 24 Stunden mit Äther extrahiert. Ein anderer Teil 
des Mycels wurde im Erfcwmrt/er-Kolben (200 ccm) mit Salzsäure gekocht, 
wie oben beschrieben, und dann das Fett durch Ausschütteln mit Alkohol, 
Äther und Petroläther bestimmt. Das Ergebnis zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. Vergleich der Fettbestimmung mit Hilfe der Äther- 
oxtraktion nach Soxhlet und mit Hilfe der Saurefettbestimmung 
nach Schmid- Bondzynski bei Oospora 16, 


Fett bestimmt durch 24 ständige 
Ätherextraktion 

Fett bestimmt nach der Sfturefett- 
bestimmungsmethode 

Angewandte |* 
Mycel menge . 

Fett 

Fett in °/ 0 der 
Trockensubstanz 

Angewandte 
Mycelmenge , 

Fett 

Fett in °/ 0 der 
Trockensubstanz 

mg 1 

mg 


mg 

mg 


346 

29 

8,4 

331 '' 

75 

22,6 

397 

97 

ft 9 

333 

7 F> 

99 fi 

630 

51 

84 

629 

142 i 

22,6 

614 

50 

84 

603 

137 1 

22,7 

1010 

81 

8,0 

1019 1 

230 

22,5 

1085 ! 

86 1 

7,9 

1075 || 

243 

22,6 


Vergleicht man die Werte: Fett in Prozenten der Trockensubstanz, so 
fällt auf, daß mit wachsender Menge des zu extrahierenden Materials der 
prozentuale Fettgehalt abnimmt. Das kann nur darauf zurückzuführen 
sein, daß bei großer Einwage das Mycel viel langsamer vom Äther durch- 
sickert wird, und daß die Extraktion deshalb noch nicht beendet ist trotz 
24stündiger Dauer. Bei der Säurefettbestimmungsmethode zeigt die gleiche 
Spalte fast völlig gleiche, nur innerhalb der Versuchsfehlergrenzen diffe- 
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rierende Werte, die außerdem viel höher sind als die naeh der Extraktions- 
methode erhaltenen, was auf der weit vollständigeren Aufschließung des 
Materials mittels Salzsäure beruht. Mikroskopisch ließ sich denn auch noch 
eine Menge Fett in dem mit Äther extrahierten Material feststellen. 

Außerdem ist noch zu bedenken, daß im Fett, gewonnen nach der 
Soxhlet -Methode, organische Verbindungen gelöst sind, die nicht zu den 
eigentlichen Fetten gehören, und die bei einer Hydrolyse mit Säuren in 
Spaltprodukte zerfallen, die nur zum Teil in Äther löslich sind, wie Phospha- 
tide (Lecithin) und Phyt oster ine (Ergosterin); von den Spaltungsprodukten 
des Lecithins sind z. B. nur Cholin und die Fettsäuren im Äther löslich, 
während Glycerin und Phosphorsäure in die wässerige Schicht übergehen. 

Um mm zu zeigen, daß tatsächlich im nach Soxhlet extrahierten Fett 
von Oospora noch Stoffe enthalten sind, die bei der Hydrolyse mit Salzsäure 
in die wässerige Schicht übergehen, wurde ein auf diese Weise gewonnenes 
Pilzfett mit Salzsäure hydrolysiert und mit Äther-Petroläther ausgeschüttelt. 
Es zeigte sich in allen Fällen ein Verlust von etwa 12,9 ° () der eingewogenen 
Fettmenge (nach Soxhlet), (Siehe Tabelle V.) Wie in ähnlichen Versuchen 
festgasteilt wurde, hangt der Verlust von der Art des Pilzes und seiner 
Heranzüchtung ab. Der Verlust betrug bei den Fetten von Oospora 14, 16, 
32 stets etwa 10 bis 15 ° 0 . 

Aus den Tabellen IV und V geht hervor, daß die Genauigkeit der 
Methode Schmid-llondzt/nski, unabhängig von der angewendeten Menge, 
sehr groß ist. Versuche, die Genauigkeit noch weiter zu steigern, erwiesen 
sich als zwecklos. So war bei Versuchen, an Stelle des Schüttelzylinders, der 
eine Ablesegenauigkeit von 0,5 ccm hatte, das in 0,1 ccm unterteilte Farn- 
steiner - Rohr zu verwenden \FamsteAner (11)], die Absetzgeschwindigkeit in 
diesem mit zwei engen Stellen zwischen den kugeligen Erweiterungen ver- 
sehenen Rohr erheblich schlechter als im glattwandigen Schüttei - 
Zylinder, wodurch die Ablesegenauigkeit wieder aufgehoben wurde. Audi 
erwies sich ein zweimaliges Ausschütteln mit Äther -Petroläther als über- 
flüssig, da die zum zweiten Male erhaltene Fett menge weniger als 1 ° 0 der 
durch die erste Ausscliüttelung erhaltenen Fettmenge ausmachte, wobei 
noch nicht einmal sicher war, ob diese Fettmenge nicht von dem beim 
Pipettieren verdunsteten Äther-Fett- Gemisch herrührt o, welches an der 
Zylinderwand haften blieb. 


Tabelle V. Verlust an ätherlöslichen Stoffen durch die Hydrolyse 

des Pilzfettes. 


Fett 

nach 

Soxhlet 

Nach 

Hydrolyse 

zurück- 

erhaltenes 

Fett 

Diffe- 

renz 

Verlust 
in °/o des 
ein- 
gewogenen 
Fettes 

i 

i 

Fett 1 
nach 1 
Soxhlet I 

1 

Nach 

Hydrolyse 
zurück- 
i erhaltenes 

1 Fett 

Diffe- 

renz 

Verlust 
in °/ 0 des 
etn- 

1 gewogenen 
Fettes 

mg 

mg 

mg 

°/o 

mg j 

! mg 

mg | 

: °l0 

186 

279 

370 

162 

248 

823 

24 

36 

47 

12,9 

12,9 

12,7 

461 

938 

r 401 

816 

60 

122 

13.0 

18.0 


Über die Kochdauer des getrockneten Mycels mit Salzsäure ist noch zu 
sagen, daß ein Variieren zwischen 10 und 25 Minuten langem Kochen die 
gleichen Werte lieferte, sofern nur nach 10 Minuten langem Kochen schon eine 
vollständige Lösung des Mycels eingetreten war. Irgendwelche weiteren 
Zersetzungen des Fettes waren innerhalb der angegebenen Zeiten nicht zu 
beobachten. 
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Die Bestimmung der Wasserstof fionenkonzentration. 

Die Messungen erfolgten mittels Potentiometer und Kalomel-Chin- 
hydronelektrodenkette. Bei pn -Werten alkalischer als 7,9 wurde im all- 
gemeinen mit der Kalomel -Wasserstoffelektrodenkette gearbeitet. 

Messungen mit der Wasserstoffelektrode in Nährmedien, die durch 
langes Wachstum von Oospora stark alkalisch geworden waren, zeigten 
jedoch eine äußerst langsame Einstellung des Endpotentials, so daß bis zur 
Messungskonstanz für die einzelne Messung etwa 20 bis 30 Minuten benötigt 
wurden. Als Ursachen dieser auf Vergiftung der Elektrode hinweisenden 
langsamen Potentialeinstellung kamen Schwefelwasserstoff und Ammoniak 
in Frage. Schwefelwasserstoff konnte niemals nachgewiesen werden; 
Ammoniakbildung ließ sich in allen älteren Oospora -Kulturen nachweisen. 
Die Bestimmung des Ammoniaks wurde hierbei im Vakuum (40 mm Hg) 
unter Zusatz von Magnesiumoxyd ausgeführt. Diese von Rippel (41) an- 
gegebene Methode verhütete bei der Destillation die Abspaltung von 
Ammoniak aus den durch Abbau von Eiweiß entstandenen Aminosäuren. 

Um nun auch m diesen Fallen noch eine ph -B estimmung vornehmen 
zu können, wurde die Wasserstoffionenkonzentration mit dem Folien- 
kolorimeter nach Wulff (19) l>estimmt. Hierbei mußte ein nicht kontrollier- 
barer Eiweißfehler auftreten, der jedoch bei diesen Messungen unbe- 
deutend war. 

111. Fettbildung bei Oospora. 

Die Dauer der Fettbildung bei Oospora. 

Zur Feststellung der maximal gebildeten Fettmenge und der Zeit, 
in der dieses Fettmaximum erreicht wird, wurden je 50 eem Molke 
pH 5,5 in Kult urf laschen mit einem inneren Durchmesser von 42 mm 
abgefüllt und dreimal im Dampftopf sterilisiert. Die Beimpfung erfolgte 
mit einer Abschwemmung einer drei Tage alten Schrägagarkultur von 
Oospora auf Würzeagar. Die Keimmenge der Abschwemmung wurde 
durch Auszählen in einer Thoma - Kammer festgestellt und die Einsaat 
so geregelt, daß mit etwa 5000 bis 10000 Keimen (Oidien) geimpft 
wurde. 

Die Einsaatmenge mußte stets gleich bleiben, da anderenfalls, wie 
in Vorversuchen eimittelt wurde, eine verschieden starke Vermehrung 
besonders im Anfang der Kultur festzu stellen war. Bei gleicher Einsaat 
in jede Kult urf lasche ergab die Trockensubstanz und Fettbestimmung 
von Parallelkulturen stets Werte, die gut miteinander vergleichbar 
waren. Die gleiche Tatsache der Abhängigkeit des Trockengewichtes 
von der Einsaatmenge wurde auch schon von Schwarz und Kautz- 
mann (47) bei Versuchen mit obergäriger Hefe festgestellt. Die un- 
gleichen Werte für die Myceltrockensubstanz bei Versuchen mit 
Schimmelpilzen, die von Ward , Lockwood , May und Henrik (51) gefunden 
wurden, und die Parallelbestimmungen nicht erlaubten, dürften auf 
ungleiche Einsaatmenge zurückzuführen sein. 

Die Beimpfung erfolgte mit den Oospora- Stämmen 13 , 14, 16, 17 
und 32. Diese Stämme wurden ausgewählt als typische Vertreter der 
Gruppen ,, L “ und 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in den Tabellen VI 
bis VIII zusammengefaßt. Die Bildung von Fett zeigte ein Ansteigen 
bis zu etwa 75 bis 100 Tagen, danach fand ganz allmählich und sehr 
langsam ein geringes Absinken der Werte statt. Untersuchte man das 
Mycel, so ergab sich, daß es zu einer teilweisen Auflösung der Zellwände 
der jetzt eiweißleeren Zellen gekommen war. Hierdurch waren viele 
Fetttröpfchen frei geworden und gingen beim Filtrieren mit durch das 


Tabelle VI. 


Dauer der Fettbildung bei Oospora 3 8 


Alter 

— 

— 

— 

— 




— 





— 

der 

Kultur 

in 

Tagen 

Trockensubstanz 


Fettmenge 


Trocken- 
substanz 
im Mittel 

Fett 

im Mittel > 

Fett der 
Ti ockon- 
substanz 
im Mittel 

_ 


mg 



mg 


mg 

mg 

°/o 

1 

12 

14 

11 

12 








12 




2 i 

33 

29 

28 

30 

— 

— 

— 

— 

30 


— 

4 

94 

107 

117 

99 

13 

15 

16 

14 

104 

15 

14,4 

6 

144 

146 

132 

137 

21 

23 

20 

23 

139 

22 

15,8 

8 i 

169 

171 

148 

161 

26 

29 

25 

27 

162 

27 

16,7 

21 , 

251 

277 

268 

274 

55 

58 

56 

49 

267 

55 

17,8 

25 

297 

293 

296 

268 

65 

63 

65 

60 

289 

64 

19,0 

35 

355 

331 

346 

351 

72 

71 

74 

76 

346 

73 

214 

55 

473 

455 

486 

449 

119 

111 

123 

116 

466 

117 

25,0 

75 

557 

543 

568 

553 

141 

129 

150 

144 

555 

141 

25,4 

98 

639 

617 

628 

610 

153 

158 

151 

158 

624 

155 

24,8 

120 

648 

621 

629 

651 

169 

146 

154 

160 

i 637 

157 

24,6 

141 

659 

623 

628 

619 

145 

131 

149 

125 , 

1 632 

138 

21,8 

170 

634 

610 

638 

617 

128 

133 

138 

140 ' 

625 

135 

21,6 
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Dauer der Fettbildung bei Oospora 14 
Alter ; 


dei 

Kultur 

in 

Trockensubstanz 

Tagen 

1 

13 

mg 

17 15 

15 

2 

69 

55 

53 

61 

4 

144 

128 

123 

134 

6 

182 

212 

202 

197 

8 

209 

222 

204 

200 

21 

359 

350 

449 

360 

25 

450 

445 

438 

390 

35 

587 

459 

493 

446 

55 

562 

548 

582 

509 

75 

569 

557 

575 

551 

100 

583 

581 

547 

602 

120 

594 

601 

581 

553 

140 

591 

608 

570 

561 

170 

554 

608 

617 

562 


Fettmenge 

mg 

I 


18 

23 

16 

19 

24 

44 

32 

30 

44 

34 

42 

42 

109 

99 

161 

102 

150 

155 

149 

133 i 

256 

163 

163 

153 , 

249 

2.54 

258 

236 ! 

253 

264 

258 

253 

250 

234 

236 

244 I, 

234 

246 

242 

234 

228 

228 

259 

232 1 

217 

218 

224 

241 


Trocken- 
substanz 
im Mittel 

Fett 

un Mittel 

Fett der 
Trocken- 
substanz 
im Mittel 

mg 

mg 

°,0 

15 





59 

— 

— 

132 

19 

14,4 

198 

33 

16,7 

209 

41 

19,6 

379 

118 1 

31,2 

431 

147 1 

34,1 

496 

184 

37,1 

550 

249 

45,3 

563 

257 , 

45,6 

578 

, 241 1 

41,7 

582 

239 

41,2 

583 

237 | 

40,7 

585 

223 1 

38,3 
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Tabelle VIII. 


Alter 


Dauer der Fettbtldung 


bei oogporn 13 


bei oonpora 17 


bei Oogpora 16 


uor 

Kultur 1 

1 r l rocken- 

Fett 

Fett der 
Trocken- 

Trocken- 

Fett 

Fett der 
Trocken- 

1 rocken- 

Fett 

Fett der 
Trocken- 

Tagen 1 

i Substanz 
im Mittel ! 

im 

Mittel 

Substanz 
im Mittel 

Substanz 
im Mittel 

im 

Mittel 

Substanz 
im Mittel 

Substanz 
im Mittel 

im 

Mittel 

Substanz 
im Mittel 


1 mg 

mg 

H o 

I 

mg 

mg 

°/o 

mg 

mg 

°o 

1 

2 

22 

— 

_ 1 

24 

— 

— 

14 

41 

— 

— 

4 

43 

- 


59 

2 

3,4 

71 

17 

24,0 

6 

53 

2 

3,8 

93 

4 

4,3 1 

97 

24 

24,6 

8 

74 

4 

5,4 

, 132 

9 

6,8 

148 

43 

29,1 

20 

139 

8 

5,7 

272 

23 

8,5 

331 

112 

33,9 

25 

171 

10 

5,9 

311 

27 

9,0 

397 

140 

35,1 

35 

184 

12 

6,5 

361 

40 

11,0 

462 

172 

37.3 

55 

201 

15 

7,5 

401 

52 

13,0 

541 

213 

39,4 

75 

212 

16 

7,6 

433 

63 

14,5 

573 

250 

43,6 

100 

223 

19 

8.5 

442 

65 

14,7 

592 

243 

41,1 

120 

217 

18 

8,3 

430 

61 

14,2 

580 

239 

41,2 

140 

218 

18 

8.8 

423 

59 

14,0 

567 

231 

40,8 

170 

212 

17 

8,0 

417 

58 

13,9 

562 

229 

40.8 


Filter, sie waren somit für die nachfolgende Fettbestimmung verloien. 
Es konnte also aus diesem Zurückgeben der Fettmenge kein Schluß auf 
einen Abbau des Fettes durch die Zelle gezogen werden. 

Die maximale Fettmenge war 
dann gebildet, wenn es beim l T m- 
schutteln der Kultur nicht mehr 
zu einer Neubildung der unter- 
gesunkenen Haut kam. In diesem 
Falle war also das Nähi medium 
völlig ausgenutzt, oder es hatten 
sich soviel hemmende St off Wechsel - 
produkte gebildet, daß ein weiteres 
Wachstum nicht mehr erfolgte. 

Diebeiden Grupj>en ,,J/“ und 
,.7/‘ zeigten deutlich ein ver- 
schiedenes Verhalten hinsichtlich 
der Fettbildung, wie es nach den 
Voruntersuchungen beim Bestimmen der Stämme zu erwarten war. 
Die Stämme der Gruppe ,,//* bildeten maximal 8,5 bis 14,7 0 o Fett 
in der Tiockenmasse, die Stämme der Gruppe „J/“ 25,4 bis 45,6 ° u . 

Es schien in diesem Zusammenhang interessant, zu untersuchen, 
ob es sich um Reservefett oder um Degenerationsfett handelte. Reserve- 
fett müßte bei Zufuhr neuer Nährstoffe und t>ei Entfernung hemmender 
Stoffe wieder zum Aufbau neuer Zellen verwendet werden können. 



Abi». 8. Federstueh in Molke 
Degenerationsfett bei Ootjwra 88. 
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Wurden aber derartig stark verfettete Zellen in Federstrichkulturen 
mit frischer Molke übertragen, so zeigten diese Zellen kein Auskeimen 
und kein Verschwinden der Fetttröpfchen (Abb. 8, S. 83). 

Nur ganz wenig verfettete Zellen zeigten ein Auskeimen und an- 
scheinend eine Auflösung des Fettes, wobei jedoch nicht sicher war, 
ob es sich hierbei nicht nur um eine Zerteilung der größeren Fetttropfen 
beim Auskeimen handelte, bei der also die großen Fetttropfen in ganz 
kleine aufgelöst wurden, die unter der Sichtbarkeitsgrenze des Mikroskops 
lagen. Auch bei Tröpfchenkulturen in Wasser kam es nicht zu einer Auf- 
lösung des Fettes. 

Bei den quantitativen Versuchen konnte ebenfalls keine Abnahme 
des Fettes festgestellt weiden. Wurde nämlich in den Kulturflaschen 
die Molke mit einer Pipette unter der Mycelhaut abgezogen und durch 
neue Molke oder Leitungswasser ersetzt, so ergab sich auch hierbei kein 
Fettabbau. 

Bei Zusatz frischer Molke erfolgte sofort weitere Fett- und Mveel- 
bildung, bei Zufuhr von Wasser zeigte sich innerhalb von 10 Tagen keine 
Änderung der Trockensubstanz und de^ Fettgehalts. 

Nach diesen Untersuchungen handelte es sich also um Degenerations- 
fett, welches als Stoffwechsel- Endprodukt in toten oder zumindest nicht 
mehl keimungsfähigen Zellen zurückgeblieben ist. 

Einfluß des p^-Wertes auf Wachstum und Eettbihluny von Oospora in Molfo . 

Die bei den bisherigen Versuchen vei*wcndete Molke hatte einen 
pH-Wert von etwa 5,5. Dieser Wert erschien nach Vorversuchen als 
der günstigste für das Wachstum von Oospora in Molke. 

Die Vorversuche wurden ausgeführt m steriler Molke, abgeiullt in 
Reagensrohrehen (10 ccm) und durch Zugabe von steriler 5 ° 0 iger Milch- 
säure und 3 ° () iger Natronlauge eingestellt auf die m Tabelle IX angegebenen 
PH-Werte. Das Wachst umsoptimum wurde nach 48 Stunden an der Dicke 
der gebildeten Haut festgestellt. Es wurden sämtliche Stämme geprüft, der 
Übersicht wegen sind aber nur einige in Tabelle IX aufgeführt. 

Wie Tabelle IX (S. 85) zeigt, lag bei den Stammen der Gruppe ,,J/“ 
das Wachstumsmaximum zwischen 5,4 und 5,9 ph; bei den Stämmen 
der Gruppe ,,Z/“ war es etwas nach dem sauren Bereich verschoben 
und lag zwischen 5,1 und 5,4 pw. Nach 48stündigem Wachstum 
wurde außerdem noch die pn-Ändeiung des Nährmediuras nachgeprüft. 
Es zeigte sich, daß innerhalb dieser Zeit nur eine geringe pH-Änderung 
eingetreten war, die etwa J- 0,1 betrug; und zwar war die alkalische 
Molke etwas saurer und die saure Molke etwas alkalischer geworden. 

Der für das Wachstum beider Gruppen günstigste pn- Bereich schien 
nach diesen Untersuchungen zwischen pH 5,3 und 5,0 zu liegen. 



Tabelle IX Wachstum dei Oospora Stamme bei verschiedenen pH-Werten in Molke. 
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In weiteren Untersuchungen sollte nun festgestellt werden, ob der 
optimale Wachstumsbereich mit dem optimalen Fettbildungsbereich zu- 
sammenfiel. 

Die Molke wurde in der oben angegebenen Weise auf bestimmte PH-Werte 
eingestellt und in Kulturflaschen zu je 50 ccm abgefüllt. Die Beimpfung 
und Weiterbehandlung erfolgte wie im vorigen Kapitel angegeben. 

Nach den in Tabelle X (S. 85) angeführten Versuchsergebnissen 
(Versuchsdauer 30 Tage) wurde bei optimalen Wachstumsbedingungen 
auch ein Maximum an Fett gebildet. Die Werte sind Mittelwerte aus 
je fünf Untersuchungen. Die Stämme 17 und 23 (Gruppe „L“) zeigten 
ein Fettbildungsmaximum bei pH 5,2, die Stämme 16 und 14 
(Gruppe „ M “) bei p n 5,9. 

Über die Abhängigkeit der Fettbildung bei Oospora mn der Größe der Oberfläche . 

Besonders die von Lindner (26, 27, 29) an Bndomyces vemalis an- 
gestellten Versuche deuteten sämtlich darauf hin, daß zu einer guten Fett- 
bildung eine möglichst große Oberfläche notwendig ist, durch die eine gute 
Luftzufuhr bedingt wird, was auch in der Patentschrift DRP. 306365, 
53 h, hervorgehoben ist. Nach der Patentschrift des DRP. 307789, 53 h, 
zeigt Hefe , die durch ein Diaphragma oder ein Filtertuch auf der Ober- 
fläche der möglichst flachen Nährfliissigkeit gehalten wurde, stärkste 
Verfettung. Auch Balliere , Tindall und (7oa?(l) betonen die Wichtigkeit 
der Luftzufuhr und der möglichst großen Oberfläche des Nährmediums für 
den Anstieg des Fettgehaltes bei Hefen , Aspergillus und Rhizopus , imd 
Ward, Lockwood u. a. (51) verwendeten zur Züchtung fettreicher Schimmel- 
pilze flache Schalen mit über 1 qm Oberfläche, um durch die hierdurch 
bedingte gute Luftzufuhr ein möglichst fettreiches Mycel zu erhalten. 

Hiernach könnte man nun annehmen, daß eine möglichst große 
Oberfläche ein Maximum an Fett liefern müßte. Demgegenüber stand 
aber die Beobachtung, daß bei großer Obei fläche des Nährmediums die 
Häute, die Oospora ausbildete, sehr dünn bleiben und leicht untersinken. 
Auch verloren die Häute der Stämme der Gruppe „M“ ihre charak- 
teristische hiinartige Faltung, die nur in Kulturen mit kleiner Oberfläche 
gut zu beobachten war. 

Es könnte also der Fall eintreten, daß ein stark gefaltetes Mycel 
auf einer kleinen Oberfläche des Nährmediums infolge der Vergrößerung 
der Hautoberfläche durch Faltung ein höheres Fettbildungsmaximum 
hat als ein nicht gefaltetes Mycel auf einer großen Oberfläche. 

Um die Abhängigkeit der Fettbildung von der Oberfläche festzust eilen, 
wurden je 50 ccm Molke in Erlenmeyer- Kolben von verschiedener Große 
abgefüllt. Hierdurch erhielt man bei einem 

500-cc m-Erlenmeyer eine Oberfläche von 71 qcm 
300- ,, ,, „ ,» ,, 57 ,, 

200- ,, ,, ,, ,, ,, 37 ,, 

100^ ,, ,, ff f t ff 19 

i* 

Die Einsaat erfolgte in der gleichen Weise wie bisher angegeben. 
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Das Fettbildungsmaximum wurde fest- 
gestellt durch Untersuchungen in Abständen 
von 8 bis 14 Tagen. 

Nach den in Tabelle XI angegebenen 
Versuchsergebnissen bilden nun in der 
Tat, wie vermutet, die stark fettbildenden 
Bassen der Gruppe Oospora 14, 15 

und 32, ein Maximum an Fett nicht bei 
der größten Oberfläche. Bei Oospora 15 
lag das Fettbildungsmaximum bei der 
kleinsten untersuchten Oberfläche von 
19 qcm, bei Oospora 14 und 32 bei einer 
Oberfläche von 37 qcm. Für eine Fett- 
gewinnung durch Züchtung von Oospora 
in einem Fabrikverfahren wäre danach 
bei den fettbildenden Stämmen nicht mit 
großer Oberfläche zu arbeiten. 

Bei den wenig Fett bildenden 
Stämmen war die größte Fettmenge bei 
größter Oberfläche gebildet. Eine noch 
weitere Vergrößerung der Oberfläche (über 
71 qcm) brachte leider ein starkes Aus- 
trocknen durch Verdunstung mit sich, 
wodurch den Untersuchungen eine Grenze 
gesetzt wurde. 

Die Bildung der maximalen Fett- 
menge trat bei den untersuchten Kul- 
turen auf großer Oberfläche nicht schneller 
ein als bei den Kulturen, die auf kleiner 
Oberfläche wuchsen, jedoch war die Zu- 
nahme von Trockenmasse und Fett an- 
fangs bei allen Kulturen auf großer Ober- 
fläche stärker. 

Aus allen Untersuchungen ging her- 
vor, daß die Abhängigkeit des Fettmaxi- 
mums von der Oberfläche weit geringer 
war, als man nach den Untersuchungen 
anderer Autoren annehmen konnte. 

Fetibildung in Lüftungs- und Schüttelkuüuren. 

Die Annahme, daß die Fettbildung 
durch fein verteilte eingeblasene Luft oder 
durch Schütteln gefördert werden könne, 
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war naheliegend, und die Untersuchung erschien, da eine Art Lüftungs- 
verfabren wie bei der Preßhefefabrikation technisch leicht durch* 
geführt werden könnte, wünschenswert. 

Bin Einblasen von fein verteilter Luft durch poröse unglasierte Ton- 
kerzen erwies sich als nicht möglich, da hierdurch ein starkes Schäumen der 
Molke eintrat, welches sich noch im Laufe der weiteren Kultur durch die 
entstehenden Eiweißabbaustufen (Peptone) verstärkte. Beim Einblasen von 
nur einzelnen großen Luftblasen durch ein Glasrohr von 6 mm Durchmesser 
wurde das Schäumen der Molke zwar vermindert, jedoch zeigte das so 
belüftete Mycel einen geringeren Gehalt an Trockensubstanz und Fett als 
das in ruhender Molke gezüchtete. Wurden nun Stoffe, die die Ober- 
flächenspannung erhöhen, zur Verhinderung des Schäumens zugesetzt wie 
Octylalkohol oder das in der Lufthefefabrikation verwendete Wollöl, so 
trat selbst bei geringster Zugabe nach kurzer Zeit eine deutliche Wachstums - 
hemmung ein. 

Deshalb wurde von einem Einblasen von Luft Abstand genommen. 

Durch Schütteln der Kulturen ließ sich nun ebenfalls eine gute Durch- 
lüftung und Durchmischung des Nährmediums erreichen, ohne daß es dabei 
zu der lästigen Schaumbildung kam. Die Kulturen wurden in diesem Falle 
mit 50 ccm Molke in 200 ccm-Erlenmeyer-K.o\ben auf einer Schüttelmaachine 
geschüttelt, wobei das Tempo des Schütteins variiert wurde. Das Tempo 
der Schüttelmaschine betrug: a) 72 Bewegungen Minute, ohne Unter- 
brechung; b) 72 Bewegungen /Minute, nach einst ündiger Dauer 1 Stunde 
Ruhe; c) 72 Bewegungen /Minute, nach einstündiger Dauer 2 Stunden Ruhe. 

Es zeigte sich, daß die Kulturen mit der größten Ruhezeit nach dem 
Schütteln am meisten Fett und Mycel gebildet hatten; die Mycelmenge lag 
aber ebenso wie die Menge des Fettes bei den geschüttelten Kulturen be- 
trächtlich unter der Ausbeute bei Züchtung in Kulturen mit ruhender 
Oberfläche. Der Gehalt an Fett und Mycel war bei ruhender Kultur drei- 
bis viermal größer als bei den Schüttelkulturen. 

Das Schütteln bewirkte also eine Wachstumshemmung und war, 
ebenso wie die Durchlüftung, nicht geeignet, die Fettbildung zu fördern. 

Untersuchungen über den Einfluß von Milchsäurebakterien auf das Fett - 
bildungsvermögen bei Oospora . 

Schon das weitverbreitete Vorkommen von Oospora auf milch- 
sauren Substraten wie Dickmilch, Quarg, Käse, Sauerfutter, Sauerkohl, 
Salzgurken und Preßhefe ließ auf eine günstige Wirkung der Milchsäure 
und der durch sie hervorgerufenen sauren Reaktion des Nährbodens 
schließen. 

Aus den Untersuchungen von Grimmer, Bodschwinna und Eignern (13) 
über die Symbiose von Milchsäurebakterien mit Oospora lactis ging hervor, 
daß der Eiweißabbau in Casein enthaltenden Nährlösungen stärker war, 
wenn beide Organismen zusammen wuchsen. Nähere Untersuchungen über 
die Ursache dieses verstärkten Eiweißabbaues wurden nicht angestellt. 
Zu dem gleichen Ergebnis, Fördenmg des Eiweißabbaues durch die Milch- 
säurebakterien, kam auch Ritter (42). Eine symbiontische, d. h. gegenseitig 
fördernde, Wirkung der beiden Organismen stellte auch Lembke (25) fest 
bei Untersuchungen über den Caseinabbau in Sauermilchkäsen. Weitere 
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Angaben über eine Vermehrung der Keimzahl von Oospora in Symbiose mit 
Streptococcus lactis enthalten die Untersuchungsergebnisse von 1 Lirmeboe 
und Hastings (32). Haehn und Kinttof (14) zeigten, daß Kndomyces vemalis 
aus Milchsäure Fett zu bilden vermag. 

Es schien deshalb angebracht, einmal die Wirkung der Milchsäure- 
bakterien auf das Fettbildungs vermögen von Oospora näher zu unter- 
suchen, besonders auch noch deshalb, weil in den Abwasseranlagen, in 
denen verfettete Oospora- Zellen gefunden wurden, sich stets Milchsäur e- 
bakterien in überwiegendem Maße vor fanden, die teilweise eine schwach 
saure Reaktion des Abwassers bedingten (pn 5 bis 6). 

Die Versuche wurden in folgender Weise angesetzt: 200 -ccm -2£Wen- 
meyer - Kolben wurden mit je 50 ccm Molke beschickt. In Reihe 1 wurden 
alle Kolben mit Oospora - Stämmen in der gleichen Weise, wie früher an- 
gegeben, in Reihe 2 mit Milchsäurebakterien, in Reihe 3 mit Oospora 
*4- Milchsäurebakterien beimpft. 

Von den Oospora -Stammen fanden die typischen Vertreter der Gruppe 
„L“ 13, 17, 23 und der Gruppe „M“ 14, 16, 32 Verwendung. 

Die Milchsaurebaktei ien wurden nach Orla-Jensen ( 37) bestimmt. Es 
wuidon drei typische Stämme, die nur Milchsäure bildeten, ausgewählt, 
nämlich Streptobactvrium casei Orla-Jensen , Streptococcus lactis Orla-J ensen 
und Sir. cremoris Orla-Jensen. 

Es wurden nun in Abständen von 8 bis 14 Tagen je drei Kolben der 
Reihe 1, drei Kolben der Reihe 2 und drei Kolben der Reihe 3 untersucht 
und der Mittelwert der Fettbildung und der Trockensubstanz bestimmt. 
Die Trockensubstanz der Milchsäurebakterien in Reihe 2 wurde auf einem 
kleinen bakteriendichten AVf/z-Filter, dessen Filterplatte bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und genau ausgewogen wurde, bestimmt, ln Reihe 3 
ging ein Teil der Milchsäurebakterien bei der zur Trockensubstanzbestimmung 
notigen Filtration mit durch das verwendete Papierfilter, jedoch erwies sich 
ihre Trockenmasse, bestimmt auf einem Seitz-¥i\ter, so gering, daß dieser 
Verlust (etwa 2 ° 0 der Gesamt trockensubstanz) unberücksichtigt bleiben 
konnte. 

Die Vorsuchsergebnisse sind in Tabelle XII (S. 90) wiedergegeben. 
Hierbei zeigte sich, daß die wenig Fett bildenden Stämme der Gruppe „ L il 
eine Förderung des Fettbildungsmaximums in der Mischkultur mit 
Streptobacterium casei J ensen erfuhren. Die sonst stark Fett bildenden 
Stämme der Gruppe ,,3/‘ 4 zeigten eine geringere maximale Fettbildung 
in Mischkultur mit Streptobacterivm casei. 

Erfolgte statt der Impfung mit Streptobacterium casei eine Impfung 
mit Streptococcus lactis oder Streptococcus cremoris , so trat die gleiche 
Erscheinung ein, so daß auf eine tabellarische Darstellung dieser Ver- 
suche verzichtet werden konnte. Die Untersuchungsergebnisse zeigten 
keine wesentlichen Abweichungen. 

Von besonderem Interesse war noch, daß die Milchsäurebakterien 
in Mischkultur mit Oospora (Reihe 3) noch nach drei bis vier Monaten 
voll lebensfähig waren, während sie in der Reinkultur in Molke (Reihe 2) 
schon nach etwa 6 bis 8 Wochen durch Übersäuerung vollständig ab- 
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gestorben waren. Die aus 
der Mischkultur wieder iso- 
lierten Stämme von Milch- 
säurebakterien zeigten 
keine Degenerationserschei- 
nungen. Das Zuckersäue- 
rungsvermögen war unge- 
schwächt erhalten geblie- 
ben. Da man die Milch- 
säurebakterien aus der 
Mischkultur leicht wieder 
isolieren konnte, war hier- 
mit eine Möglichkeit ge- 
geben, die sonst in Rein- 
kultur leicht ab sterbenden 
Milchsäurebakteiien län- 
gere Zeit ohne vielfaches 
Überimplen lebend zu er- 
halten. 

Das verschiedene Ver- 
halten der beiden Gruppen 
„A/“ und ,,Z/‘ m Misch- 
kultur mit Milchsaurebak- 
terien mußte physiologisch 
bedingt sein. Um hier- 
über Klarheit zu erhalten, 
wurde bei allen Stammen 
die Zuckerassimilation ge- 
prüft. 

Bei den Untersuchun- 
gen der Zuckerassimilation 
in flüssigen Nährböden aus 
anorganischen Salzen mit 
Harnstoff, Asparagin oder 
NH 4 C1 als Stiekstoffquelle 
und mit dem zu unter- 
suchenden Zucker, zeigten 
nur die Stämme der 
Gruppe „ L “ Wachstum, 
nicht aber die Stamme der 
Gruppe „ M 

Auf festen Nährböden 
ließ sich jedoch ein — wenn 
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auch geringes, so doch deutliches — Wachstum der Stämme der 
Gruppe bei geeigneter C- Quelle nachweisen. Die Wachstums- 
unterschiede konnten besonders gut gegenüber einer zuckerfreien Kon- 
trollplatte festgestellt werden, auf der auch ein geiinges Wachstum 
eintrat, bedingt durch nicht mit Wässern zu entfernende Kohlen- 
hydrate aus dem Agar oder durch Assimilation von Alkoholdämpfen, 
die durch gleichzeitig im Brutschrank vorhandene Hefekulturen ent- 
standen [Lindner (31)]. 

Es fanden zwei feste Nährböden Verwendung : 

Nährboden I. 30,00 g Agar, dreimal in dest. Wasser ausgewaschen; 
1,00 g K 2 HP0 4 ; 0,50 g MgS0 4 ; 0,02 g NaCl; Spur FeS0 4 ; Spur Ca 3 (P0 4 ) 2 ; 
1,63 g NHjCl. Aufgefüllt auf 1000 ccm Wasser und im Autoklaven sterili- 
siert. Das ph dieses Nährbodens war 7,3 bis 7,4, es lag besonders günstig 
für die Untersuchung der Milchzuckerassimilation (Optimum pH 7,0). 

Nährboden II. An Stelle von K 2 HP0 4 die gleiche Menge KH Ä P0 4 . 
Die Wasserstoffionenkonzentration dieses Nährbodens lag bei pn 5,5 bis 5,6, 
also beim Wachstumsoptimum der Oospora - Stamme in Molke. 

Diese in Röhrchen abgefüllten Nährboden wurden vor Gebrauch ver- 
flüssigt imd nach Abkühlen auf 50° C mit dem zu untersuchenden Zucker 
versetzt, der zuvor durch einmaliges Sterilisieren im Dampftopf genügend 
keimfrei gemacht worden war. Nach dem Zufügen des Zuckers wurde der 
Nährboden in Petri -Schalen ausgegossen und mit einer Öse einer wässerigen 
Aufschwemmung der Kultur, die untersucht werden sollte, beimpft. Es 


Tabelle XIII. Assimilation verschiedener C - Quellen durch 

Oospora . 




Oottpora - 
Gruppe „/,* 

Nr 1, 6. 9, 13, 

17, 18, 19, 20, 

22, 23, 24, 25, 

26, 28, 29, 30, 

31, 33, 35, 36, 

( totpora - 
Gruppe 

Nr. 3, 4, 5, 7, 

10, 11, 12, 14, 

15, 16, 21, 27, 

32, 34, 37 



38, 39 


Polysaccharide: 

Dextrin 

i 

-r 


Starke (losl.) 

— ' 

+ 


I nulin 

— 

+ 

Disaccharide : 

Saccharose 

(+) 

+ 


Maltose 

- 1 

+ 


Lactose 

__ 

++ 

Hexosen: 

Dextrose 

++ 

++ 


Maunose 

+ ! 

+ 


Galactose 

++ 

++ 

Pentose : 

Hhamnose 

— , 

(+) 

Alkohole: 

Glycerin 

++ 

i 


Mannit 

++ ! 

— 

Milchsäure Salze: 

Ammoniumlactat .... 

++ 

— 


Natriuralactat 

++ 

— 
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konnten hierbei mehrere Stämme auf einer Platte untersucht werden, was 
besonders bei der Untersuchung von seltenen, teueren Zuckern wesentlich war* 

Die in Tabelle XIII (S. 91) zusammengefaßten Ergebnisse der 
Versuche zeigten zwischen den Gruppen „ M “ und „L“ gnindlegende 
Unterschiede. 

Beide Gruppen assimilieren die Spaltungsprodukte des Milchzuckers 
Galactose und Dextrose, während der Milchzucker nur von den Stämmen 
der Gruppe ,,Af“ ausgenutzt werden konnte. Diese Feststellung deckt 
sich mit Untersuchungsergebnissen von Lembke (25) und Körnlein (18) 
bei einigen wenigen Stämmen. 

Lactate, die in Form von Ammoniumlactat oder Natriumlactat in 
der Höhe von 0,1 % den Nährböden zugesetzt wurden, konnten nur von 
den Stämmen der Gruppe ,, L “ assimiliert werden. 

Erwähnenswert wäre an dieser Stelle noch das Verhalten der von 
Beynum und Pette (4) untersuchten Buttersaurebakterien, welche im Zucker- 
abbau und Lactatabbau weitgehende Übereinstimmung mit den beiden 
Oospora - Gruppen „A/“ und zeigten. Bei den von den beiden Forschem 

unterschiedenen Gruppen von Buttersäurebakterien, den lactat vergärenden 
und den zuckervergärenden, zeigten die lactatvergärenden keinen Milch- 
zuckerabbau, die zuckervergärenden dagegen bauten Milchzucker ab, 
assimilierten aber kein Lactat. Es wäre interessant, festzustellon, ob liier 
irgendwelche tieferen und allgemeingültigen Zusammenhänge bestehen. 

Ist nun der Milchzucker die Quelle der Fettbildung, so ist es leicht 
verständlich, daß die Stämme der Gruppe ,,L“ keine größeren Fett- 
mengen bilden konnten, da dieser Zucker allein in der Molke vorhanden 
ist. Auch die Förderung der Fettbildung in Mischkulturen bei den 
Stämmen der Gruppe „L“ könnte durch die Möglichkeit einer Lactat- 
assimilation zu Fett erklärt werden. Die dennoch vorhandene geringe 
Fettbildung bei Gruppe „L“ in Molke wäre dann auf die in jeder Molke 
vorhandenen Lactate, bzw. auf die durch die Sterilisation der Molke 
aus den Milchzucker entstandenen Hexosen Galactose und Glucose 
zurückzuführen. 

Die Fettbildung bei den Stämmen der Gruppe „Af“ wäre durch 
die Fähigkeit der Assimilation des Milchzuckers bedingt, die geringere 
Fettbildung der Gruppe „ M “ in Mischkultur mit Milchsäurebakterien 
aber auf die Unmöglichkeit einer Laetataäsimilation zurückzuführen. 
Hierbei könnte einmal das gebildete Lactat hemmend wirken, anderer- 
seits würde auch ein großer Teil des Milchzuckers durch Beanspruchung 
und Vergärung durch die Milchsäurebakterien der Assimilation und 
Umbildung zu Fett entzogen. 

Zur Prüfung dieser Vermutungen und Möglichkeiten erhielt die im all- 
gemeinen etwa 4 % Milchzucker enthaltende Molke einen Zusatz von 1 % 
Milchzucker bzw. 1 ° c Galactose oder 1 % Dextrose. Die Zucker wurden 
wieder, um eine Spaltung weitgehend zu verhindern, gesondert in Leitung« - 
wasser sterilisiert durch einmaliges Erhitzen im Dampftopf. 
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Die Impfung erfolgte mit Oospora 13 , 17 und 23 Gruppe „L“ und mit 
Oospora 14 , 16 und 32 Gruppe „Af“. Außerdem wurden Kontrollversuche 
in Molke ohne Zusatz von Zucker angesetzt. 

Nach 20 tägiger Kultuidauer zeigten die Stämme der Gruppe ,,L“ 
bei Galactose- und Dextrosezusatz eine, wenn auch nur wenig erhöhte 
Mycel- und Fettausbeute, dagegen nicht bei Zusatz von Lactose. Die 
Stämme der Gruppe ergaben bei allen drei Zuckern eine stärkere 
Fett- und Mycelbildung. 

Zur Prüfung der Bildung von Fett aus Lac tat wurden 0,5 % Natrium - 
lactat (Sirup 00- Ins 70%ig, Schering -Kahlbaum) der Molke zugefiigt. Die 
dadurch hervorgerufene schwache Säuerung wurde durch Zugabe von 
einigen Tropfen steriler 4 ° 0 iger Natronlauge wieder rückgängig gemacht, 
so daß die Molke des Kont roll Versuchs ohne Lactat die gleiche Wasserstoff- 
ionenkonzentration von pu 5,H aufwies wie die Molke mit Lactatzusatz. 

20 Tage nach der Impfung mit den im vorigen Versuch angegebenen 
Stämmen erfolgte die Fett- und TrockeriHubstanzhestimmimg. 

Die Stamme der Gruppe ,,Z/ fc zeigten eine Erhöhung des Trocken- 
substanz- und Fettgehaltes. Die Stämme der Gruppe „M u dagegen 
zeigten eine geringere Ausbeute an Fett und Trockensubstanz, es war 
also durch den Lactatzusatz eine Hemmung eingetreten. 

Diese Ergebnisse bestätigten die vorher ausgesprochenen Ver- 
mutungen. 

Kettbthlung bei Oospora tu 31 ischkultur mit Bactcrium coli. 

Um noch die Einwirkung von Bart, coli auf das Fettbildungs- 
vermögen von Oosjxrra nachzuprüfen, wurden Mischkulturen mit vier 
verschiedenen, aus Molkereiabwasser isolierten Stammen von Bacl . coli 
durch geführt. 

Die Ergebnisse der Versuche, die in der gleichen Weise angestellt 
wurden wie die Versuche mit den Milchsaurebakterien, waren nicht 
einheitlich, teilweise waren sogar die Ergebnisse bei den Parallel kulturell 
einer Serie vollkommen verschieden. 

Im allgemeinen war die Säuerung des Nährbodens hei Bart, coli wesent- 
lich geringer als bei den Milchsaurebakterien, in Reinkultur 'wurde Molke 
bis 5 gesäuert. Oft war die Säuerung so schwach, daß sie von den stark 
Alkali bildenden Stammen von Oospora neutralisiert wurde, so daß schließlich 
die Wasserstoffionenkonzentration der Molke ins alkalische Gebiet um- 
schlug. Besonders in diesen Fallen trat allgemein eine Wachstumshemmung 
und geringere Fettbildung bei allen untersuchten Stammen der Gruppen „il/“ 
und ein (Oospora 14 , 16 , 32, 13 , 17 . 23). 

Säuerte Bad. coli dagegen so stark, daß die Wasserst off ionenkonzentra- 
lion der Molke l>ei pn 5 bis in der Mischkultur mit Oospora gehalten wurde, 
so war bei den Stammen der Gruppe ,,// 4 eine geringe Förderung der Fett- 
bildung vorhanden. 

Dieses Verhalten ist wahrscheinlich folgendermaßen zu erklären: 
Bei Gärung in alkalischen Medien neigt Bad. coli zur Bildung von Neben- 
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Produkten, besonders Ameisensäure und Essigsäure; bei noimalem 
Gärungsverlauf tritt aber eine Säuerung des Nährbodens ein, und es 
kommt zu einer weitgehenden Milchsäuregärung. Ameisensäure und 
Essigsäure sind aber starke Pilzgifte, und ihre Bildung hat wohl die 
Hemmung des Wachstums und der Fettbildung von Oospora in Misch- 
kultur mit Bact. coli in schwach alkalischen Nährlösungen zur Folge, 
während in sauren Medien die durch Bact. coli gebildeten Lactate 
von den Stämmen der Gruppe ,,L“ zur Fettbildung benutzt werden. 

Fettbildung auf der Käseoberfläche durch Oospora . 

Im Zusammenhang mit der Fettbildung durch Oospora interessierte 
es zu untersuchen, ob auch auf der Oberfläche von Weichkäsen die Fett- 
bildung durch Oospora so stark sein konnte, daß sich hierdurch der 
Gesamtfettgehalt des Käses meiklich änderte. 

Auf allen Weichkäsen findet man Oospora , die von vielen Verfassern 
als nützlich und zur Käsereifung, die hier von außen nach innen erfolgt, 
als notwendig angesehen wird [Lang und Freudenreich (23), Laxa (24), 
Eckles und Rahn (10), Henneberg (15) und Weigmann (52)]. Auch kann 
Oospora unter Umständen so stark auftreten, daß sie dicke Häute auf der 
Käseoberfläche bildet und die übrigen Weichkäse-Reifungsorganismen, 
wie Bact . lineros und Penicillium camemberti , unterdrückt. 

Da Weichkäse sehr reich an Molke (Milchzucker) ist, wäre die 
Möglichkeit starker Fettbildung wohl gegeben. 

Zu den Versuchen mußte, um den Fettgehalt der Milch auszuschalten, 
scharf entrahmte Magermilch verwendet werden, die hei (10 bis 62° C 
15 Minuten pasteurisiert und nach Abkühlen auf 37° C mit 100 ccm Saure- 
wecker (Streptococcus lactis und cremoris) auf 10 Liter Milch beimpft wurde. 
Dann wurde eine Abschwemmung einer Oospora -Kultur der Stämme 13 , 17 , 
23, 14, 16 und 32 zugefügt. Die Stämme waren 3 Tage lang auf Würze- 
schragagar mit einer Oberfläche von 20 qcm bei 18° C 1 vorgezüchtet. Nach 
5 Minuten wurde eingelabt und, als der Bruch nach 50 Minuten brach, ge- 
schnitten, verzogen und verschöpft. Die Käseform ergab Käse von der 
Form der Romadur-Käse (5 : 5 : 12 cm). Die Oberfläche dieser Käse betrug 
etwa 300 qcm. 

Nach 14 tägigem Wachstum bildete sich auf der Käseoberf lache eine 
geschlossene Haut von Oospora. Bei den Stammen der Gruppe „il/ 4< war 
diese Haut etwa 1 bis 2 mm dick (Oospora 14, 16, 32), bei den Stämmen der 
Gruppe „I/ 4 etwa 0,5 mm (Oospora 13,17 , 23). Die Stämme der Gruppe „M “ 
zeigten hierbei einen sehr starken Caseinabbau und Verflüssigung des Käses, 
eine Erscheinung, die bei den Stämmen der Gruppe erst viel später 
eintrat, wobei auch die Verflüssigung weit weniger stark war. 

Da nach 14 tägigem Wachstum die Reifung des Käses weitgehend fort- 
geschritten war, wurde nun die Oospora -Haut so dünn wie möglich entfernt 
und das Fett bestimmt. Das in der Haut bestimmte Fett konnte als aus- 
schließlich aus dem Mycel stammend angesehen werden, da der aus Mager- 
milch hergestellte Käse fast fettfrei war, und da die Haut möglichst frei von 
Käsebestandteilen abgeschält wurde. 
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Im Innern fand kein Wachstum von Oospora statt, die Oospora -Zellen 
der Einsaat erwiesen sich im Käseinnern als fast sämtlich abgestorben; der 
Käse zeigte deshalb auch nur eine Reifung von außen nach innen. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle XIV und XV an- 
gegeben. Aus den Untersuchungen ging hervor, daß die Fettbildung so 
gering war, daß sie bei vollfettem oder halbfettem Käse kaum ins Gewicht 
fallen dürfte. 

Ein Weichkäse hat, bei einem Gewicht von 156 g, einem Wasser- 
gehalt von etwa 60% und einem Fettgehalt von 45% etwa 28,1 g 
Fett, ein Magerkäse bei gleichem Gewicht, gleichem Wassergehalt und 
einem Fettgehalt von 10% etwa 6,2 g Fett. 


Tabelle XIV. Fettbildung durch Oospora auf der Kaseoberf lache. 


1 

Gruppe 

Fettbildung (Mittel- 
. wert aus 6 Unter- 

üotpora 

Ar. 


1 Fettbildung (Mittel- 
wert aus 5 Unter- 

ootpora 

Nr . 

1 Buchungen) 

Gruppe 

suchungen) 

mg 

13 

„L“ 

! 117 

14 

,JC 

! 383 

17 

,L‘ 

203 

16 

,JC 

; 294 

23 1 


134 

32 

r>M u 

1 327 


Tabelle XV. Änderung des Gesamtfettgehaltes bei Weichkäse 
durch das Wachstum von Oospora auf der Kaseoberf lache. 


Vollfetter Käse. Fettgehalt 
nachher * 

K 


Magerkäse Fettgehalt 


°/o 


vorher 

g 


°/o 


nachher 


Ootpora ij vorher 

| g 

13 28,100 45,0 

17 28,100 45,0 

23 28,100 45,0 

14 28,100 45,0 

16 28,100 45,0 

32 28,100 45,0 


28,217 

45,2 

6,240 

28,303 

45.3 

6,240 

28,234 

45,2 

6,240 

28,483 

45,6 

6,240 

28,394 

45,5 

6,240 

28,427 

45,5 

6,240 


10,0 

6,357 

10,2 

10,0 

6,443 

10,3 

10,0 

6,374 

10,2 

10 0 

6.623 

10,6 

10,0 

6,534 

10,5 

10,0 

6,567 

10,5 


Ändeit sieh diese Fettmengc um die in Tabelle XIV angegebenen 
Werte, so erfahrt die Gesamtfettmenge des Käses eine prozentuale 
Änderung wie in Tabelle XV angegeben. 

Nach diesen Ergebnissen konnte Oospora also nicht dazu beitragen, 
den Fettgehalt des Käses merklich zu erhöhen. Da bei einer Käsefett- 
bestimmung zur Nahrungsmittelkontrolle stets nur der von Rinde be- 
freite Käse untersucht wird, kann die nur an der Oberfläche stattfindende 
Fettbildung von Oospora kein fehlerhaftes (zu hohes) Ergebnis ver- 
ursachen. 

Zusammenfassung. 

Die im Abwasser der Molkereien sich vorfindenden verfetteten 
Pilzmycelien wurden als zur Gattung Oospora Waliroth gehörig bestimmt. 
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Alle isolierten Stämme ließen sich in zwei Gruppen, Gruppe „ M“ 
und Gruppe „L“, einteilen. 

Für Gruppe „M“ erwiesen sich folgende Eigenschaften als charak- 
teristisch: 

1. Kolonieform bei Züchtung auf 2Ö%iger Würzegelatine ähnlich 
Monüia Pers . 

2. Starker Milcheiweißabbau. 

3. Gute Fettbildung in Molke, teilweise bis zu 50 % der Trocken- 
substanz. 

4. Geringe Fettspaltung in Vollmilch. 

5. Assimiliert Lactose, aber kein Lactat. 

6. Die gute Fettbildung in Molke konnte auf die Fähigkeit der 
Lactose- Assimilation zuiückgeführt werden, da durch Zusatz von Lactose, 
Dextrose und Galactose die Fettbildung gesteigert werden konnte. 

7. In Mischkultur mit Milchsäurebakterien zeigte sich eine schlech- 
tere Fett- und Mycelausbeute, weil Lactat nicht assimiliert wurde. 

8. Eine Vergrößerung der Kulturoberfläche wirkte sich ungünstig 
auf die maximale Fettbildung aus. 

Gruppe „ L “ zeigt folgende Eigenschaften: 

1. Kolonieform bei Züchtung auf 20%iger Würzegelatine ähnlich 
Oidium lactis Fres. 

2. Geringer Milcheiweißabbau. 

3. Schlechte Fettbildung in Molke, weniger als 15% der Trocken- 
substanz. 

4. Starke Fettspaltung in Vollmilch. 

5. Assimiliert keine Lactose, aber gute Lactat- Assimilation. 

6. Die geringe Fettbildung in Molke beruht auf der Unfähigkeit, 
Lactose zu assimilieren, die Fettbildung konnte durch Zusatz von 
Galactose und Dextrose zur Molke gesteigert werden, nicht aber durch 
Zusatz von Lactose. 

7. Die Fettbildung wurde in Mischkultur mit Milchsäurebakterien 
gesteigert, weil Lactat assimiliert wird. 

8. Eine Vergrößerung der Kulturoberfläche bedingte eine geringe 
Zunahme der maximalen Fettbildung. 

Beiden Gruppen ist gemeinsam: 

1. Die Fett- und Mycelbildung wurde durch Schütteln oder durch 
Einblasen von Luft gehemmt ; die Fettbildung war bei ruhender Ober- 
fläche am besten. 

2. Eine für das Wachstum optimale Wasserstoffionenkonzentration 
erwies sich auch als optimal für die Fettbildung. 

3. Die Mischkultur mit Baet. coli zeigte teils hemmende, teils 
fördernde Wirkung auf die Fettbildung bei Oospora . Die hemmende 
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Wirkung war durch die Bildung von Essig- und Ameisensäure durch 
Bad. coli zu erklären. 

4. Das gebildete Fett war als DegenerationsfeU anzusehen, da es 
nicht wieder im Stoffwechsel verwendet wurde. 

5« Die maximale Fettmenge wurde in Molke nach etwa 70 bis 
100 Tagen erreicht. 

6. Auf der Oberfläche von Weichkäsen war durch Oospora eine 
geringe Fettbildung möglich, der Gesamtfettgehalt des Käses wurde 
hierdurch jedoch nicht wesentlich geändert. 

Die maximale Mycel- und Fettausbeute bei den gut fettbildenden 
Stämmen der Gruppe „M“ betrug im Mittel etwa 3 bis 5 kg Fett, auf 
1000 Liter Molke berechnet, bei 10 bis 12 kg Trockensubstanz. 

Etwa die gleiche maximale Ausbeute erhielt Lindner (30) bei 
Endomyces vemalis, nämlich 4,51 kg Fett je 1000 Liter Sulfitlauge bei 
10,08 kg Trockensubstanz. 

Das Fett im getrockneten Oospora- Mycel wur de durch Ausschütteln 
des vorher mit 25 %iger Salzsäure hydrolysierten Materials mit Alkohol, 
Äther und Petroläther bestimmt, da sich alle bisher verwendeten Me- 
thoden als unzureichend für eine Erfassung des gesamten Fettgehaltes 
oder als zu umständlich für Massenuntersuchungen erwiesen hatten. 
Die Methode der Fettbestimmung wurde, ebenso wie die der Trocken- 
substanzbestimmung, eingehend begründet und beschrieben. 

Literatur* 

i) Bailliöre, Tindall u. Cox, Industrial Microbiology. London 1930 
(S. 179). — 2) Barber, H. H., Biochem. J. 28, 1158, 1929. — 3) Bary, A. de. 
Vergleichende Morphologie der Pilze, S. 7. Leipzig 1884. — 4) Beynum, J. 9 
u. Pette , J . W., Centralbl. f. Bakt. II, 98, 198, 1935. — 6) Bobilioff-Preisser, 
W ., ebenda II, 48, 424, 1916. - — 6) Bondzynski , St. f Zeitsehr. f. analyt. Chem. 
88, 186, 1894. 

7) Damm , H., Bisher unveröffentlichte Untersuchung aus dem Bakt. 
Inst. d. Vers.- u. Forsch. -Anstalt f. Milchwirtschaft in Kiel. — 8) Daub- 
ney , C. G ., u. Mac Lean,J . S., Biochem. J. 21, 373, 1927. — 9) Delbrück, H ., 
Tageszeitung f. Brauerei, S. 875, Berlin 1915. 

10) Eckles , C. H., u. Bahn, O., Centralbl. f. Bakt. II, 14, 680, 1905. 

11) Famsteiner, K ., Zeitgehr. f. Unters, d. Nahrungs- u. Genußm. 7, 
105, 1904. 

12) Qottlieb, E., Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 40, 1, 
1892. — 13) Grimmer, W., Bodschwinna , W ., u. Lignau, E., Milchwirtschaft. 
Forschungen 1, 374, 1924. 

14) Haehn, H., u.Kinttof, W., Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 115, 1925. — 
15) Henneberg, W ., Deutsch. Milchwirtsch. Ztg. 80, 73, 1925. — 16) Derselbe, 
Bakteriologische Molkereikontrolle, S. 3, Berlin 1934. 

17) Janke, A ,, AUgem. techn. Mikrobiol. 1, 257, 1924. 

18) Körnlein, Max, diese Zeitschr. 7, 359, 1936 (Dissertation Kiel 1936: 
„Die Flora des Milchzuckerabbaues bei der Reinigung von Molkereiab- 
wasser“). — 19) Kordatzhi, W., Taschenbuch d. prakt. pa -Messung, S. 141, 

Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8 . 7 



98 


H. Gef fers. 


München 1935. — 20) Kramer , E., Arch. f. Hyg. 20, 107, 1894. — 21) Kriegs» 
ausschuß f. pflanzl. u. tier. ÖJe u. 'Fette; a) DRP. 805091! Kl. 58h; 
b) DRP. 306865, Kl. 53h; c) DRP. 307789, Kl. 53h; d) DRP. 809266, 
Kl. 53h; e) DRP. 310816, Kl. 53h; f) DRP. 320560, Kl. 53h; g) DRP. 
332411, Kl. 53h. 

22) Laborde, M. J ., Annales de l’Institut Pasteur 11, 86, 1897. — 

23) Lang,M., u. Freudenreich, E. von, Landw. Jahrb. d. Schweiz 7, 229,1893. — 

24) Laxa, 0., Milchwirtsoh. Zentralbl. 1907, Heft 5. — 25) Lembhe , A., 
Dissertation Kiel 1933: „Biologische Untersuchungen über Sauermilch» 
quarg mit besonderer Berücksichtigung der Oosporagruppe.“ — 26) Lind* 
ner , P., u. Unger, T ., Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 68, 1919. — 27) Lindner , P„ 
ebenda 7, 79, 1919. — 28) Derselbe , Wochenschr. f. Brauerei 87, 285, 1920. — 
29) Derselbe, Zeitschr. f. techn. Biol. 9, 100, 1921. — 30) Derselbe, Chem. Ztg. 
114, 855, 1922. — 31) Derselbe, Mikroskopische und biologische Betriebs- 
kontrolle im Gärungsgewerbe, S. 272, 1930. — 32) Linneboe, J . B., u. 
Hastings, E. G., Centralbl. f. Bakt. II, 98, 278, 1936. 

33) MarschaU , Dr., Arch. f. Hyg. 28, 16, 1897. — U)MeUanby , J.M., 
u. WooUey, A., J. of Phys. 48, 287, 1914. — 35) Meubrink, H., Dissertation 
Kiel 1927 : „Bakteriologische Studien unter besonderer Berücksichtigung der 
Aromafrage bei Margarine.“ 

36) Nägeli , C. von, Sitzungsber. d. Kgl. bayr. Akad. d. Wissensch., 
Math.-physik. Kl., S. 287, 1879. 

37) Orla-Jensen, S ., Dairy bacteriology. London 1921. 

38) Perrier, M . A., C. r. 140, 1052, 1905. 

39) Rabenhorst , L ., Kryptogamenflora, Abt. VIII, 1, 1904. — 40) Ratz- 
laff, E., Milchzeitung 82, 65, 1903. — 41) Rippel, K., diese Zeitschr. 2, 72, 
1931. — 42) Ritter, TJ ., Dissertation Kiel 1930: „Über Oospora -Rassen aus 
Milch und Milcherzeugnissen.“ — 43) Röse, Br ., Zeitschr. f. angew. Chem. 
2, 100, 1888. — 44) Ruppel, Fr., Zeitschr. f. analyt. Chem. 45, 112, 1906. 

45) Schmid, W ., Zeitschr. f. analyt. Chem. 27, 464, 1888. — 46) Schnell, 
Erwin, Centralbl. f. Bakt. II, 85, 1, 1912. — 47) Schwanz, W u. Kautz- 
mann, R., diese Zeitschr. 2, 537, 1931. — 48) Schwarz, Georg, Deutsch. 
Molkereiztg. 1935, Festschr. v. 28. Mai. — 49) Sorauer, P., Handb. d. 
Pflanzenkrankheiten 8, 582, 1932. 

50) VöUz, W., Pflügers Arch. 97, 606, 1903. 

51) Ward , G . E., Lockwood, L. B ., May, 0. E., u. Herrik, H . F., Industrial 
and Engineering Chemistry (Industrial Edition) 1935, S. 318. — 52) Weig * 
marm, H., Handb. d. prakt. Käserei, 4. Aufl., S. 279. Berlin, 1933. 



(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen "TThfvwra ttät tfir ** 
Prag und aus der Biologischen Station in Lunz, Österreich.) 

Beitrag zur Kenntnis der Athiorbodobakterien-Gesellsehalten. 

Von 

V. Czurda und £. Maresch (Prag). 

(Eingegangen am 12. Februar 1937.) 

Der Formenreichtum der A thiorhodobakterien- Gesellschaften 1 ist 
noch nicht genügend untersucht worden. Es sind meist nur einzelne 
Glieder dieser Biocoenose zu wichtigen physiologischen oder biochemi- 
schen Untersuchungen verwendet worden, und diese wurden auf Grund 
einer gewissen Übereinstimmung mit einer der bekannten, meist nicht 
hinreichend definierten Arten dieser oder jener zugezählt. Es scheint 
nicht hinreichend untersucht zu sein, ob die verwendeten Organismen 
identisch waren, oder ob es nicht mehrere morphologisch ähnliche oder 
gleiche, physiologisch aber verschiedene Vertreter in dieser Gesellschaft 
gibt, die auf Grund einer unzureichenden morphologischen Charakteristik 
einer Art (Sammelart) zugeordnet worden sind. 

Durch die biochemischen Untersuchungen von van Nid, Müller 
und Oafjron ist ein wesentlicher Teil des Stoffwechsels, das Vermögen 
der CO t - Assimilation, bei einigen Vertretern geklärt. Auf diesen Er- 
kenntnissen aufbauend konnte daran gegangen werden, die leicht 
gewinnbaren roten Gesellschaften in ihrer Zusammensetzung und ihrer 
Verbreitung — ökologisch — zu studieren. Es war klar, daß trotzdem 
noch nicht alle Schwierigkeiten der Kulturmethodik beseitigt sein 
müßten. Ein Hinweis auf die Grünalgen genügt, um zu zeigen, wie 
trotz der gleichbleibenden Art und Weise des Kohlenstoffgewinnes 
doch noch eine so große Mannigfaltigkeit der ökologischen Ansprüche 
der Einzelformen Vorkommen kann, daß nur ein Teil von ihnen heute 
einer sicheren Kultur zugänglich ist. 

Mit freien Augen erkennbare A thiorhodobakterien- Gesellschaften, 
also Biocoenosen, in denen diese Organismen vorherrschen, scheinen in 
der Natur selten zur Ausbildung zu gelangen, jedenfalls viel seltener 
als solche von Thiorhodobakterien. Die Keime sind aber, wie bekannt, 
in der Natur allenthalben, auch in der Luft, anzutreffen. Auch wir 
haben auffallende Bestände noch nicht gesehen, wenn wir von jenen 
Bakteriengesellschaften absehen, die besser als solche von Athiorhodo- 
bakterien als von Thiorhodobakterien , wie es bisher geschehen ist, 

1 ln der Bezeiohnungsweise schließen wir uns dem Vorgänge von 
Bavendamm (1936, 8. 48) an. 
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auzusprechen wären, weil in ihnen schwefelfreie Purpurbakterien jeden- 
falls der Zahl nach überwiegen. Wenn hier von Athiorhodobakterien 
Gesellschaften die Bede ist, so sind damit jene Gesellschaften gemeint, 
welche man mühelos und sicher in künstlich angelegten und belichteten 
Lebensräumen gewinnen kann. 

Anreicherungsverfahren. 

Zur Anreicherung von Athiorhodobakterien wurden zunächst die be- 
kannten Verfahren [Molisch (1907), Buder (1919), Schneider (1930)] 
benutzt. 

1. Es wurden in kleine Stücke zerschlagene Rinderknochen in hohen 
Zylindern mit Schlamm, Sand und Leitungswasser überschichtet. Auch die 
mit Sand und Schlamm nicht beschickten Gefäße zeigen in wenigen Tagen 
eine Entwicklung roter Organismengesellschaften. Zwecks Ausschlusses 
der in der Luft, auf den Knochen und im Leitungswasser befindlichen 
Keime von Athiorhodobakterien ist Sterilisation notwendig, damit nur die 
aus dem Impfmaterial stammenden Keime angehen. 

2. Hohe Zylinder wurden mit 1 %iger W ü/c- Peptonlösung in Leitungs- 
wasser angefüllt, sterilisiert und mit der Schlammprobe versetzt. 

3. Die in hohen Zylindern untergebrachte Schlammprobe wurde mit 
gefälltem Calciumcarbonat vermengt und mit einer 0,1 %igen Ammon- 
sulfatloRung überschichtet. Diese Anordnung führt zur Anreicherung 
schwefelführender Purpurbakterien ( Th iorh odoba kteri en ) . Aber in ihrer 
Gesellschaft finden sich immer auch Athiorhodobakterien. 

Die auf diese Weise vorbereiteten Anreicherungskulturen wurden in 
einem Lichtkasten [s. Schneider (1930), van Niel (1931), Schrammeck (1934)] 
bei durchschnittlich 30° C untergebracht und dauernd beleuchtet. 

Ein Teil der Kulturen wurde mit Paraffinöl überschichtet. In den 
Zylindern ohne Ölabschluß ist zwar, soweit es die mikroskopische und 
kulturelle Untersuchung erkennen läßt, die gleiche Athiorhodobakterien - 
Gesellschaft aufgekommen, aber sie kommt langsamer zur Entwicklung 
und führt nicht zur Besiedlung des ganzen Wasserraumes. Sehr häufig 
gewinnen anfangs die farblosen Bakteriengesellschaften die Oberhand, 
so daß die Entwicklung einer roten Gesellschaft vollkommen unterbleibt. 
Schon nach 4 bis 6 Tagen der ersten Passage zeigen Schlammproben 
bestimmter Herkunft eine Vegetationsfärbung. Bei manchen dauert 
es länger. Aus einer ganzen Reihe von Materialien kalkarmer Stand- 
orte konnten Athiorhodobakterien bisher überhaupt nicht angereichert 
werden. 

Die einmal aufgetretene blutrote Vegetationsfärbung bleibt in der 
ersten und zweiten Nährlösung (mit Eiweiß) monatelang erhalten, 
eine Dauer, die sehr überrascht. Die sie hervorrufende Athiorhodo- 
bakterien- Gesellschaft macht aber während dieser Zeit einen Wechsel 
ihrer Zusammensetzung durch. Es gelingt, durch zu verschiedenen 
Zeiten gemachte Überimpfungen in entsprechend vorbereitete und 
sterilisierte Kulturröhren dem einen oder dem anderen Vertreter der 
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Gesellschaft zur Vorherrschaft zu verhelfen, ein Umstand, der den 
Erfolg der Analysier- und Isolierungsarbeiten wesentlich unterstützt. 

Welche der Athiorhodobakterien in der ersten Passage bestand- 
bildend auftritt, hängt offenbar in erster Reihe von der Besiedlungs- 
weise der Schlammprobe und von dem Zustand der darin befindlichen 
Organismen ab. Nicht selten erscheinen in den einzelnen Zylindern 
einer Reihe gleichartig vorbereiteter Anreicherungskulturen verschiedene 
Leitformen der Biocoenose. Es eignen sich daher die Anreicherungs- 
kulturen in der angegebenen Form nicht ohne weiteres zur Untersuchung 
der Verbreitung der Gruppe in der Natur, was übrigens auch eine nähere 
Überlegung ergibt. Nur das wiederholte Ausbleiben solcher Formen 
in Schlammproben bestimmter Herkunft kann als zuverlässiges Ergebnis 
angesehen werden. 

Dafür spricht noch eine weitere Beobachtung, die oben schon 
berührt worden ist. Selbst die dichteste Population von Athiorhodo- 
bakterien einer späteren Passage, die schon in 3 bis 4 Tagen zu einer 
blutroten Vegetationsfärbung geführt hat und die bei mikroskopischer 
Betrachtung einheitlich aussieht, erweist sich bei der weiteren Analyse 
oft noch reichlich vermischt mit farblosen oder anders gefärbten, grünen 
und gelben Bakterien und auch mit Algen. Da die ökologischen Ver- 
hältnisse der Eiweißzersetzung einer solchen Anreicherungskultur sehr 
unübersichtlich sind, müssen noch weitere Beobachtungen gesammelt 
werden, ehe ein Überblick über die Mannigfaltigkeit der Gruppe erzielt 
sein wird. 

Außerordentlich überraschend war es, daß Vertreter der Athiorhodo- 
bakterien in den Ammonsulfat- Anreicherungskulturen in solcher Menge 
Vorkommen, daß ein größerer Teil der Vegetationsfärbung von ihnen 
herrührt. Während in der ersten Passage solcher Kulturen noch ge- 
nügende Mengen organischer Substanzen in der Schlammprobe zur Er- 
nährung der schwefelfreien Purpurbakterien vorhanden sein dürften, 
fehlen solche in den nur mit anorganischen Salzen hergestellten Lösungen, 
die zur Weiterzucht von sehwefelspeicheinden Purpurbakteriengesell- 
schaften ( Thiocystis , Chrovmtium) benutzt werden. Und trotzdem 
herrschen die Athiorhodobakterien in solchen Kulturen, wenigstens in 
manchen Reihen, anscheinend auf Kosten des Zelleiweißes autolysierter 
schwefelspeichemder Purpurbakterien so vor, daß bei der Keimanalyse 
eines Tropfens einer 2-mm-öse mittels des Koch sehen Plattenguß- 
verfahrens die Verdünnung imgewöhnlich weit (6 bis 8 Verdünnungen) 
getrieben werden muß, um abimpfbare Kolonien zu erhalten. Die 
himbeerwasserartige Vegetationsfärbung, welche sich in solchen Kul- 
turen in 3 bis 5 Tagen einstellt, ist oft nur von Athiorhodobakterien 
(Rhodopseudomonas Nr . 16) 1 hervorgerufen. 

1 Bezüglich der Benennung siehe Anmerkung auf S. 119. 


8 * 
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4. Bei Versuchen zur Anreicherung von Thiorhodobakterien in synthe* 
tisoh hergestellten Mineralsaltlösungen mit n/ßOOO 13*8 und 0,1 % NaHCO,, 
Unter Luftabschluß (s. von Niel) wurden wenigstens in der 1, Passage artea- 
vmrf individuenreiche Athiorhodobakterien- Gesellschaften ziemlich gleich« 
bleib end er Z usammense tzun g aufgefunden, so daß auch dieses Verfahren 
zur Anreicherung dienen kann. 

Isolierungsverf ähren. 

Zur Trennung der einzelnen Glieder der in den Anreicherungs - 
kulturen vorliegenden Gesellschaften wurde zunächst das JTocäsche 
Plattenverfahren mit verschiedenen Abänderungen versucht, die die 
chemische Zusammensetzung des Nährbodens (Pepton-, Mineralsalz- 
agar), die 0 2 -, C0 2 - und H 2 S- Tension betrafen. 

Anfangs benutzte Verfahren , 

1. Anaerobe, CO a -freie Plattenkulturen nach Itano und Arakawa (1932) 
mit Pyrogallol und Kalilauge, welche sich für raschwüchsige Organismen, 
die in 4 bis 6 Tagen sichtbare Kolonien ergeben, gut eignen. Bei längerer 
Bebrütung ist der Nährboden bereits zu sehr eingetrocknet. 

2. Plattenkultur unter Glocken, welche nach Entfernung der berech- 
neten Luftmenge und Auffüllung mit Wasserstoff oder Stickstoff [siehe 
Schneider ( 1930)] mit einer verschiedenen 0 2 - und C0 2 -Tension versehen sind. 
Eine Schwierigkeit war die Blasenbildung im Agar bei weitgehendem Aus- 
pumpen. Um sie zu vermeiden und dennoch den Sauerstoff zu entfernen, 
mußte die Glocke zwei- bis dreimal auf bloß 100 mm in Zeitabständen von 
12 bis 24 Stunden ausgepumpt und jedesmal mit 0 2 - und C0 2 -freiem Füllgas 
(Hj oder N 2 , Pyrogallol-Kalüauge-Batterie) aufgefüllt werden. Zwecks 
völliger Entfernung des O a wurden nach der zweiten bzw. dritten Füllung 
die anfangs mit untergebrachten Pyrogallol- und Kalilaugelösungen ver- 
mengt. 

3. Manche Formen wuchsen aber bei keiner dieser Anordnungen an. Es 
wurden daher Hochschichtröhrchen beimpft, indem steigende Verdünnungen 
der Keimeinsaat in Röhrchen mit flüssigem Peptonagar gemacht und das 
Agar ohne weitere Zusätze nach dem Erstarren mit festem Paraffin über- 
gossen wurde. Darin wuchsen die Bakterien in 2 bis 3 Wochen zu sehr 
großen Kolonien von 0,5 bis 1,5 cm Durchmesser heran. Durch richtige 
Auswahl der Röhrchen solcher Reihen kann man allerdings bei großem 
Materialverbrauch Reinkulturen gewinnen. Mit diesem Verfahren sind in 
den ursprünglichen Gemischen Formen gefunden worden, die im Platten- 
verfahren mit teilweiser oder „gänzlicher“ 0 2 -Entfernung niemals zur 
Entwicklung gekommen sind und sich daher dem Nachweis entzogen hätten. 
Das Verfahren hat ferner den Vorteil, daß die Kulturen lange halten, so daß 
auch die Aufzucht langsamwüchsiger Formen ermöglicht wird. 

Die Wiederholung eines solchen Hochschiohtgusses mit Keimmaterial 
einer Kolonie aus einer vorausgegangenen derartigen Kultur bringt nicht 
immer den gleichen Erfolg wie im ersten Guß. Mit dem Ausgangsgemisch, 
in dem noch andere Bakterien vorhanden sind, wird das Substrat durch 
ihren Stoffwechsel für die Entwicklung der A thiorhodobakteri en vorbereitet. 
Die gleichen Beobachtungen machten wir zuweilen beim Anlegen eines 
zweiten Plattengusses von Zellmaterial, das von rein aussehenden Kolonien 
des ersten Plattengusses stammte. 
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Ein neues Verfahren. 

Pie Fortführung der Axireioherungs- sowie Reinkulturen war lange 
trotz der verschiedensten Bemühungen ziemlich unsicher geblieben. 
Ein Grund hierfür konnte nicht gefunden werden (s. unten S. 107 ff.), 
wenigstens nicht in der Zusammensetzung des Nährsubstrates. Daher 
wurde, nachdem schon eine Reihe von verschiedenen Athiorhodobaleterien 
isoliert war, nach einer Methode gesucht, die vom Beginn des Ver- 
suches an, anaerobe Bedingungen schafft, ohne gleichzeitig die übrigen 
anfänglichen Eigenschaften des Lebensraumes (Reaktion, Wasserdampf-, 
Kohlensäuretension) zu verändern. Das schon von van Niel angewendete 
Verfahren, bei dem der Sauerstoff durch NajS entfernt wird, wurde 
auch hier als Hochschicht- und Plattenguß [Czurda (1936)] versucht. 
Es wurde in Übereinstimmung mit den Beobachtungen und Stoff- 
wechseluntersuchungen von van Niel , Mutter und Roelofsen zur Iso- 
lierung und Fortzucht von Athiorhodobaleterien mit Erfolg verwendet. 

Die Einrichtung der völligen 0 2 -Freiheit der Substrate hat, be- 
sonders beim Isolierverfahren, unter anderem den Vorteil, daß unter 
den vielen Begleitorganismen die obligat aeroben, wenigstens in den 
ersten Tagen, völlig in ihrer Entwicklung gehemmt werden, so daß 
die zur strengsten Anaerobiose befähigten Bakterien, darunter in erster 
Linie die Athiorhodobaleterien , einen ausreichend großen Vorsprung 
gewinnen können. Später allerdings können sich, wie man noch sehen 
wird, auf Kosten des von Athiorhodobaleterien unterdessen ausgelösten 
Stoffwechsels auch aerobe Keime entwickeln. 

Das Verfahren zur Isolierung besteht in einer Abänderung des 
üblichen Koch sehen Plattengußverfahrens mit fortschreitender Ver- 
dünnung der Keimeinsaat. Vor seinem Erstarren wird der Pepton- 
nährboden (pn 5,2 bis 7,0) mit einem frisch bereiteten HjS-Wasser so 
versetzt, daß er ungefähr n/1000 H a S enthält. 

Für die Ausführung bereitet man sich durch Einleiten von H a S in keim- 
freies Wasser die nötige Lösung, deren Gehalt durch Titration mittels n/100 
Jodlösung ermittelt wird. Werden 10 ccm der Jodlösung, welche mit 
Stärke als Indikator gefärbt ist, eben durch 10 ccm H t S-Wasser entfärbt, 
so genügt der Zusatz von 1 oem H a S- Wasser zu 10 ccm Nährboden, um das 
dem Nährboden zugesetzte Indigkarmin (0,0005 %) im Verlaufe von 1 bis 
3 Minuten eben noch völlig zu reduzieren. Die in diesem Wasser enthaltene 
H 8 S -Menge genügt berechnungsmäßig zur Entfernung jener Oj-Menge, die 
in 10 ccm reinen Wassers von 22° 0 im Gleichgewichtszustand mit der Luft 
enthalten ist. Findet man bei der Titration einen größeren oder kleineren 
H s S- Gehalt, so wird entsprechend mehr oder weniger zugeeetzt. Da der 
Nährboden infolge des vorherigen Aufkochens einen geringeren O t - Gehalt 
aufweist als den, der der Zimmertemperatur entspricht, so ist ein kleiner 
Überschuß von H*S vorhanden. Dieser ist unbedenklich, da auch ein 
100%iger Überschuß noch unschädlich ist. Der Überschuß an H*S ver- 
ringert sich übrigens noch durch Oxydation beim Zubereiten der Kulturen. 
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Der Überschuß kann daher das Ein- bis Zweifache der oben genannten 
notwendigen Menge betragen, ohne das Angehen der Kulturen zu sehr zu 
hemmen. Ein Vertragen von hohen Hg S -Konzentrationen, das öaffron (1933) 
angibt, konnte an keinem unserer Stämme beobachtet werden. Denn ein 
größerer Überschuß als das Doppelte der obigen Menge (n/2000 HgS) 
erweist sich in der Reinkultur als giftig. 

In den beimpften, zu flacher Schicht ausgegossenen und O a -frei 
gemachten Nährboden dringt in kurzer Zeit wiederum 0 2 ein, wodurch 
es bei längerem Stehenlassen (eine bis mehrere Stunden) zu einer 
milchigen Trübung des Substrates (S 2 -Fällung) kommt. Ein derartiges 
Substrat wirkt außerordentlich bakteri- und fungicid. Nur ganz wenige 
Organismen der Purpurbakterien - Gesellschaften (Phaeomonas Nr. 23) 
vermögen darin bei 0 2 - Gegenwart (!) zu gedeihen. Um den Hg S- Verlust 
und die Schwefelbildung im Substrat zu vermeiden, werden die Petri - 
Schalen nach dem Erstarren der Agarschicht mit einer größeren Menge 
ebenso vorbereiteten HgS-haltigen Nährbodens, der aber unbeimpft 
bleibt, so angefüllt, daß das Substrat durch eine darüber geschobene 
Glasplatte an Stelle des Deckels luftblasenfrei abgeschlossen werden 
kann. Nach Entfernung des überschüssigen und außen erstarrten 
Agars wird die Schale mit Gelatinelösung (5 bis 10 %) gegen die Glas- 
scheibe abgedichtet. 

In 5 bis 8 Tagen erscheinen die abimpfbaren Kolonien in der 
Kulturschicht, welche bei dünner Aussaat (etwa 10 Kolonien je Platte) 
in 3 bis 4 Wochen bis zu 5 bis 10 mm großen Kolonien heranwachsen 
können. Nach Entfernung der Glasscheibe (Abziehen) wird durch die 
unbeimpfte Deckschicht hindurch mittels Kapillaren das gewünschte 
Keimmaterial von den Kolonien abgenommen. 

An Stelle des Hg S ist auch das von van Niel eingeführte Na 2 S 
+ 9 HgO verwendbar, das auch dort, wo die Laboratoriumsapparatur 
für Herstellung und Titration des Hg S- Wassers nicht zur Verfügung 
steht, solche Versuche vorzunehmen erlaubt. Die Zusätze werden am 
besten so eingerichtet, daß das Kultursubstrat 0,012% oder bloß die 
Hälfte davon enthält. 

Anfangs wurden in Anlehnung an die Erfahrungen von Molisch 
und Schneider Peptonnährböden zur Isolierung verwendet. Später 
wurde der für schwefelführende Bakterien (Chromatium) geeignete 
Mineredsalzagar [Czurda (1936a)] mit dem obigen Schwefelwasserstoff- 
und Indigkarminzusatz verwendet. In einer Richtung war er vorteil- 
hafter als der Peptonnährboden. 

Die in den A thiorhodobakterien- Ge Seilschaften meist vorhandenen 
schwefelspeichemden Bakterien verbrauchen in den ersten 3 Tagen 
den HgS. Das zugesetzte Indigkarmin zeigt sein Verschwinden durch 
Wiederauftreten der blauen Farbe an. Vor dem Verschwinden des H a S 
erscheinen schon die A thiorhodobakterien - und GrÄnftaJfctenen-Kolonien, 
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deren weitere Entwicklung nach dem Farbumschlag in verstärktem Maße 
einsetzt und zu 5 bis 8 mm großen Kolonien führen kann. Nach dem 
Farbumschlag setzt die Entwicklung anderer Organismen ein, die braunrot 
gefärbt sind. Auch neue rote Kolonien erscheinen erst in dieser Phase der 
Kultur. Der Vollständigkeit halber sei noch ein farbloses großes Stäbchen 
dieser Gesellschaft erwähnt, das regelmäßig nachweisbar ist und in diesen 
Versuchen mit Chromatium gleichzeitig zur Entwicklung gelangt. Im 
Gegensatz zu den Peptonnährböden gelingt also mit diesem Mineralsalz* 
agar die Darstellung aller im ursprünglichen Lebensraum vorhandenen 
Keime in einem Einzelversuch nebeneinander, so daß schon mit diesen 
Versuchen die Häufigkeit einer jeden Keimart des Ausgangsgemisches 
ermittelt werden kann. 

Die Isolierten Organismen und ihr kulturelles Verhalten. 

Aus den Anreicherungskulturen wurden mit dem einen oder dem 
anderen Verfahren gewöhnlich mehrere Stämme von rot oder grün ge- 
färbten Bakterien isoliert und ein Vergleich des Verhaltens der Stämme 
eines Ausgangsmaterials untereinander, sowie ein Vergleich mit den aus 
anderen Ausgangsmaterialien und mit anderen Isolierungsverfahren 
gewonnenen Stämmen vorgenommen. Von den im Laufe der Zeit in 
Reinkultur gewonnenen und untersuchten Stämmen gefärbter Bakterien 
der Athiorhodobakterien-Biocoenose können bis jetzt folgende Stamm- 
gruppen deutlich unterschieden werden: 


1. 

Stammgruppe Rhodopseudomonas 

Nr. 1 

2. 

M 

99 

„ 9 

3. 

99 

99 

„ 16 

4. 

99 

Phaeomonas 

„ 14 

5. 

99 

99 

.. 23 

0. 

99 

Rhodospirillum 

„ 1 

7. 

99 

Chloropseudotnonas nov. gen. 

„ 1 


Die Stämme der einzelnen Gruppen gehen auf verschiedene Aus- 
gangsmaterialien zurück. Sie wurden durchweg erst durch ein An- 
reicherungsverfahren mit Pepton, nicht durch direkten Plattenguß 
in den Schlammproben aufgefunden. Daher kann über Menge, Ver- 
breitung und Beschaffenheit in der Natur noch nichts Genaueres aus- 
gesagt werden. Bei der Analyse von Thiorhodobakterien- Gesellschaften 
in Süßwasser (Lunz, Österreich) wurden ein Rhodopseudomonas und ein 
Rhodospirülum gefunden, die, im Gegensatz zu den in den gleichen 
Kulturen vorhandenen anderen roten Vertretern, innerhalb der anders 
beschaffenen Kolonien und in ihrer nächsten Umgebung aus dem HjS 
den Schwefel in Tröpfchenform abscheiden wie etwa mitanwesende 
Grünalgenkolonien. Diese beiden Organismen werden in folgendem 
noch nicht berücksichtigt. Man ersieht aus diesem Befund, daß die 



106 


V. Czurda u. E. Mareseh : 


Reihe der hierher gehörigen Bakterien mit der oben aufgez&hlten 
Gruppe nicht erschöpft sein dürfte. 

Für Anreicherungskulturen wurden verwendet : Faulschlamm des 
Kuchelbader Waldteiches bei Prag (Rhodopseudomonas Nr . J, Phaeomonas 
Nr. 14 , Nr. 23, Rhodospiriüum Nr. 1, Chlor opseudomonaa nov. gen. Nr. 1), 
Faulschlamm mit reicher Schwefelbakteriengesellschaft aus dem Teich - 
abfluß nächst Jewan bei Prag ( Rh odopseudomona 8 Nr. 9), Sulfitabwässer 
der Papierfabrik Weißwasser bei Hirschberg in Böhmen, faulendes Sphagnum 
von K umm er bei Hirschberg i. B. und Schlamm vom Musikantenteich 
ebendort. Schlamm des Schloß teiches (Lamprocystis), der Fischteiche, des 
Kanals und Kanaleinflusses im Untersee in Lunz (Österreich), Material aus 
Anreicherungskulturen, welches wir der Freundlichkeit der Herren Prof. 
K. Noack in Berlin ( Rh odopseudomona 8 Nr. 9) und Gaffron in Berlin verdanken 
( Rhodop8eudomona8 Nr. 1, Nr. 16, Phaeomonas Nr. 14 und Chloropseudo- 
monas Nr. 1). 

Da die Ernährungsphysiologie der isolieiten Stämme noch nicht 
entsprechend geklärt ist, bleibt vorderhand unbekannt, welche der noch 
isolierten Stämme zusammengehören. Vor einer Zusammenziehung 
aller dünnstäbchenförmigen Organismen warnen gewisse Unterschiede 
quantitativer Alt. Es ist deshalb auch ungewiß, ob uns nicht noch ver- 
schiedenen Athiorhodobakterien in diesen Anreicherungskulturen ent- 
gangen sind, weil die bisher angewendeten Methoden für ihre An- 
reicherung und Kultur ungeeignet waren. Bei allen genannten Stamm- 
gruppen handelt es sich um Süßwasserformen. Das vergleichend unter- 
suchte Rhodospirillum rubrum Esmarch , das wir aus der Sammlung 
Pribram , Wien, und von der National-Collection of Type cultuies in 
London erhalten haben, stellt ein achtes Glied der Athiorhodobakterien - 
Gesellschaft dar. 

Nährboden. 

Die auf die eine oder andere Weise isolieiten Organismen wuiden 
zunächst auf dem gleichen Nährboden, mit welchem die Isolieiung 
gelungen war, und von dem noch die Rede sein wird, in sonst verschie- 
dener Anordnung (als Ausstrichkultur oder Strichkultur auf schräg 
erstarrtem Agar, als Stichkultur in Hochschicht oder als Schüttelkultur 
in Hochschicht) bei einer 21, 5,5 und 1% 0 2 entsprechenden Tension 
im Anschluß an die Erfahrungen von Schneider (1930) und bei einer 
Temperatur von 25 bis 30° C im Dauerlicht eines Lichtkastens gehalten. 
Es wurden 15 bis 20 Röhrchen in 10-Liter-Glocken, die mit dem von 
Schneider angegebenen Gummikitt abgedichtet waren, untergebracht 
und die darin befindliche Gasatmosphäre durch teilweises Auspumpen 
der Luft (auf 200 mm und 40 mm Druck) und Auffüllung mit N 2 bzw H* 
ungefähr auf den 0 2 - Gehalt gebracht, der oben genannt worden ist 
(5,5 bzw. 1 % 0 2 ). Manche Stämme sind auf diese Weise über zwei Jahre 
bis heute fortgeführt worden. Trotz Einhaltung der in den ersten Ver- 
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sacken als geeignet erkannten Anordnung (Impfweise, O a -Tension), sind 
jedoch die Wiederholungen öfters nicht von gleichem Erfolg wie zuvor 
begleitet gewesen, so daß die Fortführung der Stamme ständig mit einer 
gewissen Unsicherheit verbunden gewesen ist. Sie konnte nur durch 
Anlegen mehrerer gleichartiger Kulturen überwunden werden. Auch 
die Änderung der chemischen Zusammensetzung des Nährbodens und 
des pH-Wertes hat keinen besseren Erfolg gebracht. Daher soll auf diese 
Einzelheiten nicht näher eingegangen werden. 

Für eine erfolgreiche Fortzüchtung (Rhodopseudomonas Nr. 1, 9, 16, 
Phaeomonas Nr. 14 und Rhodospiriüum Nr. 1) mußte der Nährboden 
unbedingt 1% Pepton enthalten, eine Feststellung, die sich mit der 
von Molisch (1907), Schneider (1930) und Müller (1933) deckt. Phaeo- 
monas Nr. 23 bildet insofern eine Ausnahme, als es, wie noch ausgeführt 
werden wird, nur auf Mineralsalznährböden gedeiht. Ein Zusatz von 
1 % Glycerin oder 1 % Glucose hat sich bei den Kulturen unter ver- 
mindertem 0 2 - Druck zwar als zweckmäßig erwiesen, jedoch keine auf- 
fallende Steigerung der Vennehrungsintensität oder des Ertrages 
herbeigeführt. Die Notwendigkeit des Peptons hat zu der seit Molischs 
Untersuchungen allgemein vertretenen Vorstellung [s. van Niel und 
Müller (1931), Oaffron (1933, S. 3), Roelofsen (1935, S. 1)1 geführt, 
daß die Athiorhodobakterien obligat heterotrophe Organismen seien. 
Durch den Nachweis der C0 2 - Assimilation seitens Gaffrons hat der Sinn 
des weiterhin beibehaltenen Ausdruckes „Heterotrophie“ einen wesent- 
lichen Wandel erfahren (s. S. 113). 

Versuchsreihe 1 . Wegen der wechselnden Erfolge mit dem anfänglich 
verwendeten IFtWe-Pepton wurden verschiedene andere Peptone ver- 
sucht. zumal sich li’iMe-Pepton für die Stammgruppen Rhodopseudo - 
domonas Nr. 1 und Chloropseudomonas Nr. 1 nicht besonders zu eignen 
schien. Außer diesem Pepton sind daher noch Pepton Vaiüant (Pepton 
Bacteriologique 5 C), Neopepton Difco, Proteosepepton Difco, Bacto- 
trypton Difco und Fleischextrakt Liebig als Nährstoffe versucht worden. 
Von diesen hat sich für die Stammgruppe Rhodopseudomonas Nr. 1, 
9 , 16 und Rhodo8piriUum Nr. 1 bei Kultur unter verminderter 0 2 -Tension 
(Strich- und Ausstrichkultur) am besten das Pepton Vaiüant als 1 %iger 
Zusatz bewährt. Die Reaktion dieses Substrates bewegt sich zwischen 
Pb = 5,2 bis 5,3. Für die Stämme von Phaeomonas Nr. 14, besonders 
unter anaeroben Verhältnissen, und RhodospiriUum rubrum hat sich 
das neutral reagierende H’ttte- Pepton als l%iger Zusatz mit einem 
solchen Zusatz des sauer reagierenden, aber neutralisiertenFleisch - 
extraktes Liebig weit besser bewährt. Aus auffallender Förderung der 
Vermehrung der Athiorhodobakterien durch Kolonien farbloser Organis- 
men, die bei dem Isolierverfahren oft beobachtet werden konnte, wurde 
geschlossen, daß irgendwelche Abbauprodukte der Peptone die gesuchten 
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Nährstoffe wären. Deshalb wurde anfangs auch versucht, mit Rein- 
kulturen verschiedener farbloser Bakterien aus der Athiorhodobakterien - 
Biocoenose aus JFtfte- Peptonkulturen mittels Bakterienfilter bakterien- 
freie Abbauflüssigkeiten zu gewinnen, die ein besseres Wachstum der 
gefärbten Bakterien herbeiführen sollten. Diese Bemühungen waren 
entweder ganz ohne oder doch ohne sicher wiederholbaren Erfolg, wenn 
auch mitunter eine auffallende Förderung eintrat. Deshalb soll auf die 
Einzelheiten dieser Versuche ebenfalls nicht näher eingegangen werden. 

Über die Nährstoff ansprüche der sieben Stammgruppen konnten 
deshalb trotz großer Versuchsreihen lange keine näheren Einzelheiten 
ermittelt werden. Dies schien schließlich damit zusammenzuhängen, 
daß der auch von uns lange als C- Quelle für unentbehrlich gehaltene 
Nährstoff, das Pepton, in seiner Zusammensetzung nicht hmreichend 
bekannt ist, vielleicht schon als Handelsware nicht immer die gleiche 
Beschaffenheit hat und in Lösung wechselnde Veränderungen bei der 
Sterilisation erleiden dürfte. 

Der von Gaffron (1933, S. 8) besonders für Massenkulturen emp- 
fohlene Hefekochsaft mit einem Zusatz von dreibasischem Natrium - 
citrat, Kaliumbutyrat und NaHCO a hat sich für unsere reinen Stämme 
bestenfalls als gleichwertiges (Rhodospirillum Nr. 1), meist als ein weniger 
geeignetes Substrat erwiesen. Organische Säuren (Essigsäure, Buttersäure, 
Milchsäure, Citronensäure, Bemsteinsäure), als Natriumsalze angewendet, 
haben sich, mit Pepton gleichzeitig geboten, sowohl unter normalen 
als auch unter vermindertem Sauerstoff druck als unbrauchbar oder als 
indifferent erwiesen. Diese Feststellungen legen neuerdings die Ver- 
mutung nahe, daß die Ergebnisse von Versuchen mit unreinen Zell- 
gemischen durch die Mitwirkung der anderen Bakterien getrübt werden. 

Es hat sich später gezeigt, daß das Problem der Kultur der Athio - 
rhodobakterien nicht mit Hilfe einer bestimmten Nährstof fmischung 
gelöst werden kann. Das Rätsel klärte sich auf ganz andere Weise. 

Phaeomonas Nr. 23 und Chloropseudomxmas Nr. 1 vermehren sich 
auf den für die übrigen Stämme geeigneten Nährböden nicht oder nicht 
sicher. Brauchbar ist bisher nur ein Nährboden, der außer 1 bis 2% 
Agar noch 0,01 % (NH 4 ) 2 S0 4 , 0,001 % KgHPO^ 0,001 % MgS0 4 und 
0,0001% FeClg enthält, also eine Zusammensetzung auf weist, die auch 
Chromatium eine gute Vermehrung erlaubt [ Czurda (1936a)]. 

Lichtbedürfnis . 

Mit den lange Zeit verwendeten Ausstrichagarkulturen und Lösungs- 
kulturen mit Witte- und Vaillant- Pepton wurde die Fähigkeit unserer 
Stämme zur Vermehrung unter Lichtausschluß bei normalem und ver- 
mindertem 0 2 -Druck geprüft. Im Gegensatz zu dem Verhalten des 
Molischschen Rhodobaciüus und Rhodobacterium capsulatum (1907, 
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S. 70) und der Stamme van Niel s (1930, S. 107) erwies sich keiner der 
geprüften reinen Stämme (der Gruppe Rhodopseudomonas Nr. 1 , 9, 16 , 
Phaeomonas Nr. 14 , 23 und Rhodospirillum Nr. 1) als dazu befähigt. 
Das gleiche gilt für die anderen hier nicht genannten Stämme. Auch 
in den unten (S. 112, 115) behandelten späteren Versuchen unter Außen- 
bedingungen, deren vorzügliche Eignung für Vermehrung durch viele 
Versuche gesichert war, ergab sich eine schwache Vermehrung im 
Dunkeln, am deutlichsten bei Rhodospirillum Nr. 1 und Rhodopseudo - 
monas Nr. 16. 

Das Sauerstoffbedürfnis. 

Obwohl wir schon, ähnlich wie Schneider (1930), gefunden hatten, 
daß bei Massenimpfungen auf die Substratfläche oder in Lösungen 
eine auf eine bestimmte Höhe verringerte 0 2 -Spannung bei Verwendung 
der Peptonnährböden am geeignetsten ist, und zwar bei: 


Stammgruppe Rhodopseudomonas 
** >» 

»» »* 

,, Phaeomonas 

** ♦♦ 

,, IihodosptnlbuiH 

„ „ rubrum Eimarch 

„ Chloropsiudomonas 


Nr. 


M 

»» 

>♦ 

>* 




1 rund 

9 „ 

10 „ 
14 „ 

23 „ 

1 „ 


1 °o O a , 
5,5 %Ö 2 , 
5,5% O* 
5,5% 0 2 , 
21 , 0 % 0 2 , 
5,5 %0 2 , 
5,5 % 0 2 , 
i.«% Qf 


und daß völlige 0 2 -Frciheit, durch Ift/rn -Verschluß (Pyrogallol-KOH- 
Lösung) hergestellt, eine Verschlechterung oder ein völliges Ausbleiben 
der Vermehrung besonders bei Rhodopseudomonas Nr. 1 . 9 und Phaeo- 
monas Nr. 14 gebracht hatte, wurde die Möglichkeit der Anaerobiose 
neuerdings versucht. 

Versuchsreihe 2. Diesmal wuide bei sonst unverändertem Substrat 
(1 % Pepton, 2% Agar) die Entfernung des 0 2 mittels H 2 S, den schon 
mn Niel (1930, S. 168), mn Niel und Müller (1931, S. 256ff.), Oaffron 
(1933, S. 8) verwendet und als unschädlich erkannt haben, unter Ver- 
wendung von Indigkarmin als Indikator für den Eintritt der Reduktion 
vorgenommen [Doppelschichtverfahren Czurdas (1936a, S. 111)]. 

Bei dieser Anordnung haben sich die einzeln eingesäten Keime der 
Stämme von Rhodopseudomonas Nr. I, 9 und 16, Phaeomonas Nr. 14 , 
Rhodospirillum Nr. 1, Chloropseudomonas Nr. 1, also bei völligem Fehlen 
von molekularem Sauerstoff und reduzierbaren Substanzen, in 6 bis 
8 Tagen zu sichtbaren, tief pfirsichblütroten bzw. gelbbraunen und 
olivgrünen Kolonien entwickelt. Ausgeblieben war die Entwicklung 
von Phaeomonas Nr. 23 und Rhodospirillum rubrum Esmarch, Stamm 
Wien und London. Nach diesen Befunden sind die geprüften Aihiorhodo - 
bakterien- Stämme (Rhodopseudomonas Nr. 7, 9, 16, Phaeomonas Nr. 14 , 
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Rhodospirillum Nr. 1 und Chloropaeudomonas Nr. 1) fakultativ strengst 
anaerob. 

Die fortgesetzte Beobachtung der mit H 2 S sauerstofffrei gemachten 
Doppelschichtkulturen ergab die von van Nid und Müller (1031, S. 264) 
bereits beobachtete Erscheinung, daß einige Zeit nach dem Sichtbar- 
werden der Kolonien in der Kulturschicht, die vor dem Eindringen 
von Luftsauerstoff durch die noch gelblich gefärbte Deckschicht ge- 
schützt war, ohne Eindringen von Luftsauerstoff ein Farbumschlag 
des Indigkarmins von Gelb nach Blau eintritt, daß also ein nach der 
positiven Seite verschobenes Redoxpotential auftritt. Eine Abscheidung 
von Schwefel innerhalb oder außerhalb wurde bei diesen Stämmen 
in diesem Nährboden trotz vieler Beobachtungen nie gesehen. 

Werden eben gebläute, bis dahin dauernd belichtete Kulturen 
bei noch reduzierter Deckschicht verdunkelt, so tritt wiederum durch 
den in der Deckschicht noch vorrätigen H 2 S Reduktion des Indikators 
ein. Wird hierauf eine solche Kultur neuerdings dem Lichte ausgesetzt, 
so erfolgt wiederum Bläuung der Kulturschicht. Der Farbwechsel 
läßt sich bei solchen Kulturen, die vom ersten Farbumschlag an den 
normalen Tag- und Nachtwechsel unterworfen werden, einige Male 
beobachten, und zwar so lange, bis kein HgS mehr in der Deckschicht 
vorrätig ist. Dann wird auch diese Schicht bei Andauer der Belichtung 
gebläut. Nach diesem Zeitpunkt läßt sich durch Verdunklung die mit 
Kolonien dicht besäte Kulturschicht nicht mehr in so kurzer Zeit 
reduzieren, eine Erscheinung, die auch Kulturen von Chromatium 
zeigen 1 . 

Bei der Betrachtung solcher Kulturen fällt eine weitere Erscheinung 
auf. Die Kolonien mancher Stämme sind in den verschiedenen Höhen 
der Kulturschicht nicht gleich gioß, sondern nach oben, der Deck- 
schicht, also dem HgS-Vorrat zu, größer. Sie verraten durch ihre 
zunehmende Größe eine Förderung, die auch bei Kolonien von Chro - 
matium vorkommt. Die Förderung des Kolonienwachstums von der 
Deckschicht her zeigen besonders Rhodopseudomonas Nr. P, 16, Phaeo - 
monas Nr. 14 und Rhodospirillum Nr. 1. Sie fehlt bei Rhodopseudo - 
mono 8 Nr. 1. 

Es sind somit für Rhodopseudomonas Nr. J, P, 16 , Phaeomonas Nr. 14 
und Rhodospirillum Nr. 1 die gleichen Verhältnisse aufgefunden worden, 
die bei Chromalium durch Hg S- Verbrauch zustande kommen. Diese 

1 Der erste von uns (1936a) hat in der Umfärbung des zugesetzten 
Indikators den Beweis für die Entstehung von Sauerstoff im Assimilations- 
Prozeß von Chromatium gesehen. Diese Auffassung wurde verlassen [siehe 
van Niel (1936)]. 
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Beobachtungen decken sich nicht mit den Feststellungen von van Niel 
und Mütter , denen zufolge Athiorhodobakterien HjS nicht als H-Donator 
verwenden können. 

Weitere Abänderungen der Kulturanordnung . 

Im Hinblick auf die Feststellung der C 0 2 -Assimilation der Athio- 
rhodobakterien durch Oaffron (1933) mußte vermutet werden, daß in 
manchen der früheren, anaerob gehaltenen Peptonkulturen ohne Ver- 
mehrungseintritt oder ohne Indikatorenumschlag die im Substrat vor- 
handene C0 2 -Menge nicht ausreichend war. Es wurde daher geprüft, 
ob bei dieser Kulturweise mit einer Steigerung des C0 2 -Gehaltes durch 
Zusatz von NaHC0 3 eine raschere und gleichmäßigere Entwicklung 
unter sonst gleichbleibenden, durch HgS-Zusatz geschaffenen anaeroben 
Versuchsbedingungen möglich sein würde. 

Versuchsreihe 3 . Der gleiche Faißem^-Peptonnährboden wurde in 
weiteren Versuchen mit NaHC0 3 (0,25%) versetzt und alles übrige 
der Versuchsanordnung beim alten belassen. Es zeigte sich nun tatsäch- 
lich wenigstens bei Rhodopseudomonas Nr. 9 und 16, Phaeomonas Nr. 14 , 
Rhodo8pirillum Nr. 1 nicht nur ein ausnahmsloses Angehen und eine 
weitgehende Verbesserung des Anwachsens, sondern auch der Ent- 
wicklung der Kolonien. 

ln wieweit die C0 2 in den Peptonnährboden für das Gedeihen not- 
wendig ist, sollte folgende Versuchsreihe zeigen. 

Versuchsreihe 4. 1 %ige VaiUa nt - Pept onlösung (pH 5,2) wurde zu 
5 ccm in Röhrchen (Kavalierglas, Böhmen) bei 100° C sterilisiert und 
mit Material aus aerob gehaltenen Agarkultuien beimpft. Zwei Doppel- 
reihen dieser Kulturen wurden mit 0,25% NaHC0 3 versetzt und bei 
Belassung der normalen 0 2 -Tension mit Gummistopfen und Gelatine 
verschlossen, um die erhöhte C0 2 -Tension zu erhalten. Eine Doppel- 
reihe wurde belichtet, die andere verdunkelt. Eine dritte Doppelreihe 
wurde bei Belassung der ursprünglichen 0 2 -Tension C0 2 -frei gemacht. 
Das geschah nach der Art des Burri -Verschlusses, wobei als Absorptions- 
lösung 0,5 ccm einer 40%igen KOH zur Anwendung gelangte. Der 
Gummistopfen wurde ebenfalls mit Gelatinelösung gedichtet. Diese 
Reihe wurde belichtet. Zwei weitere Doppelreihen wurden mit dem 
Burri- Verschluß für anaerobe Kulturen versehen, d. h. die vorige 
Versuchsanordnung durch Hinzufügen von 0,5 ccm 44%iger Pyro- 
g&Uollösung ergänzt. Dadurch ist für die Entfernung nicht nur der C0 2 , 
sondern auch des 0 2 gesorgt worden. Durch Zusatz von Indigkarmin 
zur Peptonlösung wurde der Verlauf der 0 2 -Entfernung sichtbar gemacht. 
Eine Doppelreihe wurde belichtet, die andere verdunkelt. Alle Kulturen 
eines Organismus sind am gleichen Tage vom gleichen Ausgangsgemisch 
beimpft worden. 
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Nach Ablauf von 3 Tagen war in den Röhrchen der ersten Doppel- 
reihe bei allen Organismen eine sehr starke losarote Trübung und reich- 
licher karminroter Bodensatz gebildet, während in den C0 2 - sowie in den 
0 2 - und C0 2 -freien Licht- und Dunkelkulturen die Lösungen völlig klar 
waren. Die Versuchskulturen wurden weiterhin beobachtet, um eine 
durch Unterbindung der C0 2 - Assimilation vielleicht bedingte langsame 
Entwicklung nicht zu übersehen. Eine verspätete Entwicklung, die aber 
auch zu großen Emteerträgen geführt hat, ist nur in den 0 2 -haltigen, 
aber C0 2 -freien Lichtkulturen von Rhodopseicdomonas Nr . 16 und 
Rhodospirillum Nr. 1 vor sich gegangen. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe nach 10 tägiger Dauer ist in der 
folgenden Tabelle 1 zusammengestellt. Zum Vergleich mit dem Ergebnis 
der Doppelschichtkulturen, die unter völliger 0 2 -Preiheit, aber bei 
hinreichender C0 2 - Versorgung standen, ist dieses mit in die Tabelle 
auf genommen. Ebenso sind die zu einer anderen Zeit angestellten 
Versuche mit Rhodospirillum rubrum Esmarch , Stamm Wien, auf- 
genommen. 

Tabelle I. 


Taf/tanf-Pepton, 

1 o/o igc Losung 

Lösungskultur 

1 Normale 0 2 -Tension 

Losungskultur 
, 0 2 -frei IHumver- 
1 Schluß) 1 

Agarkultur 

0 ,-frei 

mit n/5000Hj8 

1 Licht 

| dunkel 

Licht 

1 

Dunkel 

Licht {Dunkel 

PH 5,2 

co 2 

l| gesteigert 

1 0,25 0/o I 

i NhHOOj 1 

C 0 2 -frei 

I co 2 
| gesteigert 
0,25 OL 

Na H C O 3 

1 

1 0 2 -frei 

1 f 

!•_ 

1 COj 

, gesteigert 
j 0,26 o/p 

1 NallCO* 

Rhodobactermm \ 
Nr. 1 1 

+++ 
Ph 7,8 

' 0 

Ph 5,4 

n 

PH 7,1 

0 

Ph 5,4 

0 

~h 4*+ ^ 0 

l 

Rhodobacterium 1 
Nr. 9 \ 

+ + + 
Ph 

1 

0 

Ph 5,6 

1 0 

Ph 7,2 

0 

Ph 5,3 

0 

1+++ 1 0 

Rhodobacterium 1 
Nr. 16 \ 

+ + + i 

Ph 7,8 i 

H — l — u 
Ph 7,9 

0 

Ph 7,3 

Ph 5,4 

° 1 ! 

I + + + 1 0 

Rhodobacterium 1 
Nr. 14 1 

! +++ 

| Ph 8,0 | 

0 

Ph 5,3 

0 

Ph 7,1 | 

1 0 

Ph 5,3 

0 I+++ 0 

<! 

Rhodospirillum | 
Nr. 1 | 

+ + + 
Ph 8,2 , 

+ + + 
Ph 8,1 

0 ! 
PH 7,5 

i 

0 

1 p H 5,3 

0 II 

: + + +' 0 

Rhodospirillum i 
rubrum 

Stamm Wien ( 

i 

. 0 
!, Ph 7,6 i 

0 

Ph 5,8 

1 

0 | 
Ph 7,3 

S 0 

; ph 5,2 

0 j 

0 0 

Chloro- 

pseudomonas 
Nr. 1 

|l, 1 

il 0 : 

0 

0 

1 

1 0 

1 1 

0 1 

'i 

0 1 0 

1 

1 

+ + + = starkes Wachstum, 

voluminöser Bodensatz ; 

+ = leichte 


Trübung der Losung; 0 — keine Vermehrung, klare Lösung. 

Aus diesen Befunden kann bezüglich der C- Versorgung folgendes 
abgeleitet werden. 
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Die Rhodopseudomonas - Stämme Nr. 1, 9 und Phaeomonas Nr. 14 
sind auf Fatöottf-Peptonnährböden obligat C-autotroph, und zwar 
sowohl unter aeroben wie anaeroben Verhältnissen. Denn der für die 
Vermehrung vorzüglichst geeignete Stoff, das Pepton, erlaubt eine 
solche nur bei Stattfinden der C0 2 - Assimilation, also im Lichte, und da 
wiederum nur, wenn C0 2 vorhanden ist. Es ist auch durch unsere 
Beobachtungen gezeigt, daß die genannten Organismen die C0 2 und 
keineswegs das Pepton als Kohlenstoffquelle ausnutzen. 

Es ist daher fraglich, ob es zweckmäßig ist, zur Bezeichnung des 
Stoffwechsels der Athiorhodobakterien den Ausdruck Heterotrophie 
(van Niel , Müller , Oaffron) weiterhin zu verwenden, mit dem nicht 
ersichtlich gemacht ist, ob er sich auf den Bau- oder Energiestoffwechsel 
bezieht. Da heute die Beibehaltung klarer Begriffe von Auto- und 
Heterotrophie eine Fundierung auf den Baustoffwechsel verlangt, und 
da es üblich und notwendig geworden ist, eine Unterscheidung von 
autotroph und heterotroph bei jedem einzelnen Nährelement zu machen, 
erscheint es vorteilhaft, die hier vorliegenden Organismen als C-auto- 
troph zu bezeichnen. 

Die Stammgrupj>e Rhodopseudomonas Nr. 16 und Rhodospi rillum 
Nr. 1 sind auf Peptonnährboden ( Vaillant und Witte) unter anaeroben 
Bedingungen ebenso C-autotroph. Unter aeroben Bedingungen und 
im Lichte vermögen sie jedoch den C-Bedaif auch aus dem Pepton 
(bei C0 2 - Ausschluß) fast mit dem gleichen Erfolg zu decken. Die 
beiden ernähren sich demnach unter aeroben Verhältnissen bei C0 2 - Aus- 
schluß C-heterotroph. Wir müssen demnach die beiden als C-mixotrophe 
Oi ganismen anspi echen . 

Das Verhalten der beiden Stamme erinnert an die Beobachtungen 
von t^an Niel und Müller (1931, S. 261), die an ihren Stämmen ein 
Wachstum unter anaeroben Bedingungen nur im Lichte, ein Wachstum 
im Dunkeln nur unter aeroben Bedingungen feststellen konnten. Die 
Vermehrung unserer beiden Organismen im Dunkeln bei 0 2 - Gegenwart 
ist allerdings so gering, daß es uns fraglich erscheint, ob ihr in diesem 
Zusammenhang eine entsprechende Bedeutung beigemessen werden 
kann wie den C0 2 -freion aeroben Licht kultuien. Trotz mehrfacher 
Wiederholung konnten wir ihrer nicht ganz sicher werden. Die Ver- 
schiedenheit zwischen den van Niel- Müller sehen und unseren Ergeb- 
nissen scheint auf der Verschiedenheit der untersuchten Organismen 
zu beruhen. 

Das in der Tabelle mit aufgenommene Rhodospiriüum rubrum 
Esmarch , Stamm Wien , hat sich in gleichartig eingerichteten Versuchs- 
reihen vom Rhodospiriüum Nr. 1 abweichend verhalten. Es vermehrt 
sich zwar unter den eingerichteten Kulturbedingungen (21 bis 1 % 0 2 , 
1% Föfüant-Pepton, W 7 *//« -Pepton, Hefckochsaft nach Ga f fron) im 
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Lichte, aber trotz wiederholter kurzer Passagen nur schwach, bei 
schwacher Ausbildung des Farbstoffes. Erst in der letzten Zeit zeigt 
dieser sowie der Londoner Stamm ein rascheres Wachstum unter Aus- 
bildung des karminroten Farbstoffes, wie Rhodospirülum Nr . 1. Das 
scheint die längere Kultur in Hg- Atmosphäre mit sich gebracht zu haben. 
Die auf gleichem Substrat in gewöhnlicher Luft gehaltenen Kulturen 
sind unverändert blaß geblieben. 

Die Messung der Reaktionsänderung ergab in allen Fällen einen 
Anstieg, niemals einen Abfall des ^)h- W ertes. Das wurde nach den 
Beobachtungen von Schneider (1930, S. 93), der an Rhodobacülus palustris 
in Glycerin-Pepton- Stichkulturen, nicht aber in Lösungskulturen 
Säuerung gesehen hat, erwartet. Auch sonst haben wir Säuerung 
nicht angetroffen 1 . 

Versuchsreihe 5. Die gleiche Versuchsgruppe wurde auch mit einer 
WiVfe-Pepton-Fleischextraktlösung (1% Witte- Pepton, 0,5% Liebigs 
Fleischextrakt) mit einer Anfangsreaktion von pu 6,0 bis 6,2 wiederholt. 
Die in Tabelle II wiedergegebenen Ergebnisse deckten sich mit denen 
der vorigen Reihe. Während also Rhodospirülum Nr. 1 und Rhodo - 
pseudomonas Nr. 16 auch in den belichteten C0 2 -freien Röhrchen den 
gleichen voluminösen karminroten Bodensatz nach 8 Tagen zeigten, 
wie die C0 2 -haltigen belichteten Parallelversuche, waren die ent- 
sprechenden C0 2 -freien Röhrchen mit Rhodopseudomonas Nr. I, 9 und 
Phaeomonas Nr. 14 völlig klar geblieben. Die verdunkelten, ent- 
sprechenden Reihen zeigten aber im Gegensatz zur vorhergehenden 
Versuchsreihe eine mehr oder minder deutliche Trübung der Lösung 
ohne Bodensatz. Bei Rhodospirülum Nr. 1 und Rhodopseudomonas Nr. 16 
war eine Vermehrung am deutlichsten erkennbar. Wenngleich dies 
an die Beobachtungen von Molisch , van Niel und Müller erinnert, die 
unter aeroben Bedingungen im Lichte und Dunkeln eine gleiche Ver- 
mehrung gefunden haben, so ist doch in unseren Versuchen der Unter- 
schied so auffallend groß und gleichbleibend, daß auch bei den letzt- 
genannten beiden Organismen von einer Wirkungslosigkeit des Lichtes 
nicht die Rede sein kann. 

Die in dieser Versuchsreihe mitverwendeten Rhodospirülum 
rubrum- Stämme, und zwar der Wiener (Esmarch ache) und der Londoner 
Stamm, zeigen in allen aerob gehaltenen C Ölhaltigen wie C0 2 -freien 
Kulturen die gleiche schwache Vermehrung, welche nur zu einer weiß- 
lichen Trübung der Lösung ohne Bodensatzbildung führt. Auch auf 
festen Nährböden werden nur langsam wachsende weißliche, höchstens 

1 Nach mündlicher Mitteilung von van Niel haben die in den ver- 
meintlichen Reinkulturen von Schneider aufgefundenen Milchsäurebakterien 
die Säuerung herbeigeführt. 
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Tabelle II. 


1 °/o WOJe-Pepton mit 0,5 ®/ 0 Fleischextrakt 
PH 04 


J Rhodop8eudomona8 Nr. 1 


n 16 * 


■ii 


Phaeomona8 Nr. 14 


n »23 J 

Rhodospirillum Nr. 1 J 

Rhodospirillum rubrum Stamm W ien | 

» » „ London { 

Chloropseudomonas Nr. 1 

Zeichen wie in Tabelle I. 


Normale Sanerstofftension 


Liebt ' 

Dunkel 

CO, 

gesteigert 

0,25 o/a 
N&HCO3 

Ohne C 0 2 

C 0 2 

gesteigert 

Na HC <5 » 

Ohne C 0 2 

+ + + 
Pb 8,2 

0 

Ph 6)1 

+ (?> 
Ph6,9 

+ (?) 

P h6,2 

+++ 
Pb 8,2 

0 

Pb 6,0 

+ (?) 

Ph 6,9 

+ (?) 
Ph 6,3 

+ + + 
Ph8,0 

+++ 
Ph 8.1 

4“ 

Ph 7,1 

4* 

Ph6,1 

+ + + 
Pb 8,0 

0 

PH 6,1 

+ (?) 
Ph7,1 

+ (?) 

| PH 6,1 

0 

Ph6,8 

0 

PB 6,1 

0 

PH 7,1 

0 

Ph6,2 

+ + + 
Pb 8,2 

1 ■+* “I" “t" 

PH 8,2 

4- . 
Ph6,9 

1 4" 

Ph 6,6 

+ 

Pb 7,9 

1 + 

PH 6,1 

1 4- 

Ph 6.9 

1 + 

PH 6,1 

+ 

Pb 7.2 

+ 

Ph 6,2 i 

n I 

4- 

Ph 7,2 

n 

4* 

Ph 64 

0 


undeutlich rosa gefärbte Kolonien erhalten. In ihnen liegen also von der 
C0 2 ‘ Assimilation vollkommen unabhängige Organismen vor. Die beiden 
Stämme unterscheiden sieh auch dadurch von Rhodospirillum Nr. /, 
daß sie unter den durch Burri - Verschluß oder durch H^S- oder NagS- 
Zusatz geschaffenen anaeroben Bedingungen bisher nicht zur Ver- 
mehrung gebracht weiden konnten. 

Auch in dieser Versuchsleihe wuide bei keinem der Organismen 
eine Reaktionsverschiebung nach der sauren, sondern, auch in der 
Lösung ohne NaH00 3 -Zusatz, nach der alkalischen Seite festgestellt. 

Obligat C-heterotrophe Athiorhodobakterien , also Organismen, die 
bereits einer anderen Bakteriengruppe zuzuzählen wären, oder solche, 
welche sich auf Peptonnährböden ebenso gut im Dunkeln vermehren, 
also Stämme, wie sie Molisch (1907, S. 70 unter Rhodobacillus palustris, 
Rhodobacterium capsulatum), ran Niel (1930, S. 167), Oaffron (1933, S. 3) 
toi lagen, haben wir außer den beiden übernommenen Stämmen von 
RhodospiriUum rubrum bis jetzt nicht gefunden. 

Versuchsreihe 6. Auch der Ausschluß des Peptons unter Bei- 
behaltung der anaeroben Bedingungen (das obige Doppelschicht- 
Arcbiv für Mikrobiologie. Bd. 8 . 9 
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verfahren mit HgS) konnte eine weitere Klärung der Assimilationsfrage 
bringen. Es wurde zunächst ein Mineralsalzagar von nachstehender 
Zusammensetzung, wie für die Kultur von Chromatium, verwendet: 
(NH 4 ) 2 S0 4 0,01 % KgHP0 4 0,001 % MgCLj 0,001 %, FeS0 4 0,0001 %, 
NaHCOg 0,26%. An Stelle des Peptons trat als alleinige C- Quelle 
C0 2 und als N- Quelle Ammoniumsulfat. Mit diesem Nährboden 
wurden Doppelschichtkultmen mit Indigkarmin vorbereitet und mit 
H 2 S in üblicher Weise (0,0005 bis 0,001 n B^S oder 0,012% Na*S) 
versetzt. Von allen Organismen, mit Ausnahme von Phaeomonas Nr. 23, 
hat sich ein Teil der eingesäten Zellen langsam zu großen Kolonien 
entwickelt. Am besten und immer verläßlich vei mehrt sich darin 
Rhodospirillum Nr. 1. Diese C- und N- Ernährung reicht für eine, wenn 
auch geschwächte, Vermehrung aus. Natürlich können die im Agar 
noch vorhandenen organisch gebundenen N-Mengen mitgewirkt haben. 
Auch in diesen Kulturen ist weder vor noch nach dem Indikatoren- 
umschlag, weder innerhalb noch außerhalb der Kolonie abgeschiedener 
Schwefel gefunden worden. 

Versuchsreihe 7. Es wurde daher die gleiche Mineralsalzlösung 
(Ph 7,2) ohne Agarzusatz unter normaler 0 2 - und durch Zusatz von 
0,25% NaHC0 3 unter gesteigerter C0 2 -Tension bei gasdichtem Gummi- 
verschluß und Belichtung auf die Eignung geprüft, ob sie zur Vermehrung 
ausreicht. Es ist eine sehr schwache, eben noch merkliche Veimehrung 
erfolgt, welche anscheinend nur auf Kosten der Reservestoffe in den 
Zellen vor sich gegangen ist. In Übereinstimmung mit dem Eigebnis 
der Peptonversuche zeigt auch diese Reihe das beste Fortkommen bei 
Phaeomonas Nr. 14 und vor allem Phaeomonas Nr, 23, dieses jedoch 
nur dann, wenn H 2 S oder Na 2 S so zugesetzt werden, daß die Indikatoren- 
umfärbung eben beginnt. 

Durch Vergleich der Ergebnisse der Versuchsreihen 3, 4 und 5 
ergibt sich auch auf diesem Wege, daß das für die Vermehrung der 
meisten Athiorhodobakterien so wichtige Pepton nicht als C- Quelle, 
wie man früher meinen konnte, sondern entweder als ein durch den Gehalt 
an Wasserstoffdonatoren ausgezeichnetes Substrat (van Niel und Müller) 
oder als N- oder S- Quelle die auffallende Vermehrungsförderung hervor - 
rufen dürfte. In dieser Richtung werden die Stoffwechseluntersuchungen 
fortgesetzt. 

Die bisherigen Beobachtungen haben somit ergeben, daß die Gruppe 
der Athiorhodobakterien keineswegs physiologisch einheitlich ist, wie es 
nach den bisherigen Darstellungen den Anschein haben mußte. 

Ein auffallendes und von den übrigen abweichendes Verhalten 
zeigt unter den aufgezählten Organismen Phaeomonas Nr. 23, Dieser 
Organismus wird als einer der zähesten Begleiter des Chromatium immer 
wieder in dessen Anreicherungskulturen angetroffen. Auffallend war 
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an ihm, daß er in allen Kulturen, die zur Isolierung von Chromatium 
angelegt worden sind, erat dann sichtbar zur Entwicklung gelangt, 
wenn der H* S völlig verbraucht und das Indigkarmin wieder gebläut war. 
Wie Beinkulturen gezeigt haben, gedeiht er sehr gut auf dem gleichen 
Mineralsalzsubstrat wie Chromatium , hier jedoch wiederum nur dann, 
wenn sich im Substrat Sauerstoff vorfindet. In den aerob gehaltenen 
Agarschichten bildet es rötlichgraue Kolonien. Seine Entwicklung 
unterbleibt in der Reinkultur, wenn durch H^S Sauerstofffreiheit ein- 
gerichtet worden ist. 

Versuchsreihe 8 . Wird er aber den anaeroben Doppelschichtkulturen 
von Chromatium gleichzeitig zugesetzt, oder wird er in einer unter der 
C'Aronk^iww-Kulturschicht unterlagerten zweiten Kulturschicht, ge- 
trennt also von Chromatium , eingesät („Dreischichtkultur“), so erscheinen, 
wie in den Kulturen zwecks Isolierung, seine nun griinlichgelb gefärbten 
Kolonien 4 bis 7 Tage nach dem Farbumschlag des Indikators. Dabei 
ist eine deutliche Wachstumsföiderung der Phaeomonas- Kolonien durch 
solche von Chromatium zu bemerken. Ebenso ist eine Förderung von 
Chromatium durch Phaeomonas deutlich ausgeprägt. Sind in der Phaeo- 
mono$-Kulturschicht viele Kolonien angewachsen, so bleiben sie noch 
wochenlang grünlichgelb gefärbt. Sind nur vei einzelte Kolonien an- 
gegangen, so schlägt die gleiche Anfangsfarbe nach Tagen ins Rötliche 
um, so daß die Kolonien schließlich so gefärbt sind wie die bei 0 2 -Gegen- 
wart gewachsenen. 

Phaeomonas Nr. 23 schreitet in gleichzeitig und gleichartig be- 
impften, dem Luftsauerstoff aber zugänglich gehaltenen Hochschicht- 
schüttelkulturen (mit dem gleichen Zusatz von H 2 S, 0,001 n Lösung) 
nur in einer Zone zwischen dem 5. und etwa 15. mm, vom Meniskus aus 
gemessen, zur Entwicklung sichtbaier, rötlich gefärbter, nach der Tiefe 
an Größe und Rötung abnehmender Kolonien. Der erstgenannte von 
uns hat das Erscheinen und die Umfärbung der Kolonien und die ihm 
stets vorangehende Bläuung des Indikators einer Sauerstoffabscheidung 
des Chromatium zugeschrieben (1936b). Diese Auffassung wurde jedoch 
im Hinblick auf die Mehrdeutigkeit dieses Versuches verlassen. 

Die bisher unterscheidbaren Organismen. 

Hier sei in küizester Form eine Beschreibung der bisher deutlich 
unterscheidbaren Stammgruppen gegeben, soweit sie nach der bisherigen 
Untersuchung gesichert erscheint. Eine größere Reihe von dem Bhodo - 
pseudomonas Nr. I, 9 und 16 nahestehenden Stämmen sind infolge der 
Gestaltsmannigfaltigkeit, wahrscheinlich durch Degenerations- und 
Involutionsformen hervorgerufen, nicht nur schwer in ihrer charakte- 
ristischen Grundgestalt zu erkennen, sondern auch wegen des wechselnden 
Verhaltens in der Kultur schwer bestimmten Stämmen zuzuordnen. 
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Wir sind deshalb zur Zeit nooh nicht imstande, alle von den ver- 
schiedenen natürlichen Standorten mit verschiedenen Anreicherungs- 
und Isolierungsmethoden herausgezüchteten Organismen auf syste- 
matische Verwandtschaft zu prüfen. 

Von Athiorhodobakterien sind bisher nachstehende Vertreter be- 
schrieben und untersucht worden: 


RH odobacterium capsulatum 
RhodobaciUus palustris 


Rhodococcus capsulatus 
Rhodococcus minor 
Rhodocystis gelatinosa 
Rhodonostoc capsulatus 
Spirillum rubrum 


Molisch (1907) in Reinkultur (einzige Meer- 
wasserform von den hier genannten). 
Molisch (1907) in Reinkultur. 

Schneider (1930) in Reinkultur 
van Niel und Müller (1931) in Reinkultur. 
Ga f fron (1933) in Anreioherungskultur. 
Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Esmarch (1887) in Reinkultur. 

Migula (1900) in Reinkultur. 

Lehmann und Neumavm (1907, S. 490) in 
Reinkultur. 


Rhodovibrio parvus 
Rhodospirillum photometricum 
Rhodospirillum giganteum 

Rhodospirillum gracile 
Rhodospirillum longum 
Streptococcus varians 


Vahle (1910, S. 238) in Reinkultur. 
van Niel und Müller (1931) in Reinkultur. 
van Niel und Smith (1935) in Reinkultur. 
Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Molisch (1907) m Reinkultur. 

Molisch (1907) in Anreicherungskultur. 
Schrammeck (1934) in Reinkultur. 

Hama (1933) in Anreicherungskultur. 

Hama (1933) in Anreicherungskultur. 

Ewart (1897) in Reinkultur. 

van Niel und Müller (1931) in Reinkultur. 


Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, daß viele der auf- 
gestellten Arten nur nach dem Verhalten in der Am eicherungskultur 
beschrieben worden sind. Wie bekannt ist, sind die morphologischen 
Beschreibungen selbst der reinkultivierten Arten bei den Eubacteria 
meist nicht ausreichend, um eine Art wieder zu erkennen. Wir mußten 
uns daher auf den Vergleich der von uns aus verschiedenen Materialien 
angereicherten und reingezüchteten Formen mit den Beschreibungen 
der Literatur beschränken. Eine wirkliche Bestimmung war nicht 
möglich. 

Im folgenden sei eine kurze Beschreibung der von uns aufgefundenen 
sieben gefärbten, schwefelfreien Organismen der Athiorhodobakterien - 
Gesellschaften zusammen mit den übernommenen Stämmen von Rhodo- 
spirülum rubrum gegeben. Der Erläuterung dieser Angaben sei folgendes 
vorangestellt. 


1 Siehe Anmerkung auf S. 114. 
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Der Angabe über Vermehrungsfähigkeit sind, wo nichts anderes ver- 
merkt ist, nur Kulturen zugrunde gelegt, in denen eine Kolonienentwicklung 
aus einzeln eingesäten Keimen (Schüttelkulturen) stattgefunden hat. 
Kulturen mit Massenaussaaten (Ausstriche) bringen keine klaren Ergebnisse. 
Auch auf unbrauchbaren Substraten kann eine Vermehrung durch Kolonien- 
wachstum auf Kosten von Reservestoffen vorgetäuscht sein. 

Die Zellform wurde im Zustande reger Zellvörmehrung festgelegt. Je 
nach der Güte des Substrats bleibt die Vermehrung verschieden lange er- 
halten. Die Form ist in verschiedenen Substraten in den Anfangsphasen 
der Passage aufzufinden. 

Als Form der Tiefenkolonie ist jene festgehalten, welche in 1- bis 
2%igem Agar ausgebildet wird. 

Der Angabe über Gram -Verhalten ist folgender Färbevorgang zugrunde 
gelegt : Karbolgentiana 2 Minuten, Lugol sehe Losung 30 Sekunden, 92 %iger 
Alkohol bis zum Verschwinden der Farbwolken, wässerige Fuchsinlösung 
5 Minuten. 

Die Beschaffenheit der Oberflächenkolonien ist nach Kulturen in 
Wasserst offatraosphäre beschrieben. Die Luft des Kulturraumes ist auf 
80 mm Hg-Druck entfernt und mit Wasserstoff auf 600 mm ergänzt. Durch 
Unterbringung einer Na HCO a -Losung ist für C 0 2 -Nachschub gesorgt. 

Gattung Rhodopseudomonas Kluyver und van Niel 1936 1 . 
Rbodopseudomonas Nr. 1. 

Vembehrung. Gut in Vailhmt- und WtMe-Pepton unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen, jedoch nur bei Belichtung und bei Gegenwart von 
CO a . In beiden Vermehrung auch bei H 2 S- Gegenwart. In Mineralsalz- 
lösungen nur bei Anwesenheit von H 2 S. In Peptonnährböden C0 2 - Assi- 
milation obligat. Wahrscheinlich C-autotroph. Ein Verbrauch des H 2 S 
wahrscheinlich, aber bisher nicht gesehen. Dabei S-Fallung weder inner- 
noch außerhalb der Zellen. 

Zellbeschaffenheit. Stäbchen von 0,3 x 1 bis 2 g mit Eigenbewegung. 
Die Zellen bilden meist Zoogloea, dabei sind sie meist dicker und länger und 
haben einen ungleich dichten und ungleich färbbaren Inhalt, der oft an 
einem Zellende angesammelt zu sein pflegt. Einzelzelle farblos. 

Koloniebeschaffinheit. Tiefenkolomen sind unter aeroben wie an- 
aeroben Bedingungen scharf begrenzt, linsenförmig, dunkelkarminrot. 
Oberflächenkolonien in Wasserst offatmosphare kreisrund, erhallen, ganz- 
randig, wässerig glänzend, karminrot. 

Färbbarkeit . Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend farbbar. 
Gram -negativ. 

Vorkommen . Anreicherungskulturen mit faulenden Rinderknochen 
von Faulschlamm des Waldteiches in Kuchelbad bei Prag, zwischen Phaeo - 
monas Nr. 14 und Rhodospirillum Nr. 1. 

1 Da der Name Rhodotnonas in der Algologie bereits für eine Crypto- 
monnden - Gattung vergeben war (Karsten, 1897, Wissenschaftliche Meeres- 
untersuchungen), schlägt Prof. Kluyver nach brieflicher Mitteilung eine 
Umbenennung der von ihm und van Niel (1936) noch übernommenen Orla- 
Jensen sehen Gattungsbezeichnung in Rkodopseudotncnas vor. 
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Bhodopseudomonas Nr. 9 [= ? BhodobaciUus palustris Malisch (1007), 
Schneider (1930), = f Bhodovibrio parvus Molisch (1907)]. 

Vermehrung. Sehr gut in Vaiüant - und Witte -Pepton unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen, jedoch nur bei Belichtung und bei Gegenwart von 
CO*. In beiden auch Vermehrung bei H a S - Gegenwart. In Mineralsalz- 
lösungen nur bei Anwesenheit von HjS. In Peptonn&hrböden C0 2 » Assi- 
milation obligat. Wahrscheinlich C-autotroph. In Pepton- und Mineral- 
salzlösungen wird H 2 S verbraucht. Dabei keine S -Fällung, weder innerhalb 
noch außerhalb der Zellen. 

ZeUbeschaffenheit . Stäbchen von rund 0,3 x 1 bis 2 g. mit Eigen- 
bewegung. In älteren Stadien der Kultur schwillt das eine Ende meist an, 
die Zellen sind dabei meist leicht gekrümmt, das angeschwollene Zellende 
stark färbbar. Einzelzellen erscheinen farblos. 

Koloniebeschaffenheit. Tiefenkolonien sind unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen scharf begrenzt, linsenförmig, dunkelkarminrot. 
Oberflächenkolonien in Wasserstoffatmosphäre kreisrund, erhaben, ganz- 
randig, wässerig glänzend. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend färbbar. 
Gram-negativ. 

Gram-positive Athiorhodobakterien oder Gram-positive Inhaltsstoffe wie 
sie Schneider (1930, S. 91) Vorlagen, haben wir noch nicht angetroffen. 

Vorkomimn. Anreicherungskulturen in Lösungen mit 0,1 % (NH 4 ) 2 S0 4 
und 0,25% CaHP0 4 von Faulschlamm aus dem Teichabfluß von Jewan 
bei Prag. 

Dieser Organismus ist von Bhodopseudomonas Nr. 1 dadurch verschieden, 
daß er viel sicherer und rascher auf den gleichartigen Nährböden unter 
gleichen Versuchsbedingungen anwächst und regelmäßig viel größere Ernte - 
erträge liefert als jener. Auch bildet er nicht so früh Involutionsformen wie 
Bhodopseudomonas Nr. 1. Daher ist eine Unterscheidung angezeigt. 

Bhodopseudomonas Nr. 16. [= ? BhodobaciUus palustris Molisch (1907)]. 

Vermehrung. Sehr gut in VaiUant- und Witte -Pepton unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen, jedoch nur bei Belichtung. Gegenwart von 0O 2 - 
ist bei Darbietung von Peptonlösungen nicht notwendig. In beiden Ver- 
mehrung auch bei H 2 S- Gegenwart. In Mineralsalzlösungen Vermehrung 
nur bei Gegenwart von H 2 S. In Peptonnährböden C0 2 - Assimilation nicht 
obligat. Wahrscheinlich C-mixotroph. Ein Verbrauch von H 2 S bisher nicht 
gesehen. S -Fällung weder inner- noch außerhalb der Zellen. 

Zellbeschaffenheit . {Stäbchen von rund 0,4 x 1,0 bis 1,6 p mit Eigen - 
bewegung. In älteren Kulturen wird diese Größenordnung und Beweglich- 
keit beibehalten. Die Zellen schwellen an dem einen Ende leicht an und 
führen hier einen dichteren Inhalt. Dieses Ende ist auch stärker färbbar. 
Einzelzellen erscheinen farblos. 

Koloniebeschafjenheit. Tiefenkolonien sind unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen scharf begrenzt, linsenförmig, dunkelkarminrot. 
Oberflächenkolonien in Wasserstof fatmosphäre kreisrund, erhaben, ganz- 
randig, wässerig glänzend, karminrot. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend färbbar. 
(Tram-negativ. 

Vorkommen. Aus Rohkulturen und Mineralsalzlösungen, welche mit 
NaHS bis zur Sauerstofffreiheit versetzt waren, nach einigen gleichen 
vorhergehenden Passagen. Aus dem Material von Koll. öaffron , Berlin., 
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Der morphologisch und durch das lange Beibehalten der Größen- 
ordnung und Schwärmfähigkeit den R hodopseudomonas Nr. 1 und Nr. 9 
recht ähnliche Organismus unterscheidet sich von ihnen durch Unabhängig- 
keit seiner Vermehrung von der CO a - Assimilation. In den ökologischen 
Ansprüchen deckt er sich weitgehend mit Rh odospiriUum Nr. 1 . 

Gattung Pkaeomonas Kluyver und van Niel 1936. 

Phaeomona8 Nr. 14. [= Rhodonostoc capsulatu# Molisch (1907), Rhodo- 

coccu8 capsvlatus Molisch (1907 ),=- Streptococcus varums Ewart (1897), 
van Niel und Müller (1931, S. 260)]. 

Vermehrung. Sehr gut in Witte- Pepton und W7#e-Pepton-Fleisch- 
extraktlösungen unter aeroben und anaeroben Bedingungen, jedoch nur bei 
Belichtung und bei Gegenwart von C0 2 . In beiden auch bei H 2 S- Gegenwart. 
In Mineralsalzlösungen Vermehrung nur bei Anwesenheit von H^S (braun- 
grüne Kolonienfarbe!). In Peptonnährböden C0 2 - Assimilation obligat. 
HjS -Verbrauch wahrscheinlich (Förderung des Kolonienwachstums ), aber 
bisher nicht gesehen. Dabei S-Fällung weder inner- noch außerhalb der 
Zellen. 

ZeHbeschaffenheit. Kurze kokkenartige Stäbchen von rund 0,5 x 0,5 
bis 1,0 g mit der meist nur vorübergehend sichtbaren Fähigkeit zur Eigen- 
bewegung. Die Zellen sind meist unbeweglich m dicker Gallerthülle ein- 
geschlossen. Einzelzellen farblos. 

Koloniebeschaffenheit . Tiefenkolonien sind unter anaeroben Be- 
dingungen scharf begrenzt, linsenförmig, braun [„Braunbakterien“, öafjron 
(1935)]. Unter aeroben Bedingungen braunrot bis karminrot je nach dem 
Alter und der Lage in der Subst ratsch icht. In H 2 S -haltigen Kulturen 
grünlichbraun. Oberflächenkolonien in Wasserstoffatmosphäre kreisrund, 
erhaben, ganzrandig, wässerig glänzend, braun, spater karminrot. 

Färbbarkeit . Nur mit stark färbenden Losungen hinreichend färbbar. 
Gram -negativ. 

Vorkommen. Anreicherungskultur mit faulenden Rinderknochen von 
Faulschlamm des Waldteiches von Kuchelbad bei Prag. Anreicherungs- 
kultur von A th iorh od oba ktcri m -Mat erial einer Kulttu* von Dr. Ga f fron, 
Berlin, in r«t7äm/-Peptonlosung. 

Phaeomonas Nr. 23. 

Vermehrung. Gut in Mineralsalzlösungen unter aeroben Bedingungen 
bei Belichtung tind bei Gegenwart von C0 2 . Keine Vermehrung in Peptön- 
lösungen. Hierauf nur nach Massenimpfung auf die Substratoberfläche 
(Wasserstoffatmosphäre). H 2 S erlaubt in keinem der beiden Falle sichtbare 
Vermehrung. C0 2 -Assimilation obligat. 

Zellbeschaffenheit. Kurze kokkenartige Stäbchen von rund 1,0 X 1,0 
bis 1,5 (a mit der nur vorübergehend sichtbaren Fähigkeit zur Eigen- 
bewegung. Meist sind die Zellen imbeweglich in dicker Gallerthülle ein- 
geschlossen. Einzelzelle farblos. 

Koloniebeschajfcnheit. Tiofenkolonien aerob gehaltener Kulturen flach 
linsenförmig, rötlichgrau. Unter den von Chromatium durch H 2 S- Verbrauch 
geschaffenen Bedingungen linsenförmige, gelblichgrüne Kolonien. Ober- 
flächenkolonien (Mineralsalzagar) unter aeroben Bedingungen flach erhaben, 
kreisrund, ganzrandig, wässerig glänzend, rötlichweiß. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend färbbar. 
Gram »negativ. 
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Vorkommen. Anreichenmgskulturen von Chromatium in Mineralsalz- 
lösungen aus Schlamm aus einem Waldtümpel bei Raase in Schlesien, aus 
Lamprocystis-Biocoenoee des Schloß teiches in Lunz, Österreich. 

Die dem Stamm Phaeomonas Nr. 14 ähnliche Zellform und die gleiche 
unter ähnlichen Bedingungen vor sich gehende Verfärbung legt die Ver- 
mutung nahe, daß es sich tim den gleichen Organismus handelt. Da in 
vielen vergleichenden Versuchen mit verschiedenen Substraten mit mehreren 
vorangehenden Passagen zwecks Anpassung die Unterschiede erhalten 
geblieben sind, ist eine Unterscheidung angezeigt. 

Gattung RhodospiriUum Molisch 1907. 

RhodospiriUum rubrum Esmarch [SpiriUum rubrum Esmarch (1887), 
Migula (1900), Vahle (1910), Müller (1931)]. 

Die folgende Beschreibung auf Grund eigener Untersuchungen eines 
Stammes aus der Sammlung Prof. Pribram , Wien, und eines Stammes aus 
der National Collection of Type Cultures, London, der in Nordamerika isoliert 
worden ist. 

Vermehrung. In Witte -Pepton und Witte -Pepton -Fleischextraktlösungen 
unter aeroben Bedingungen im Licht und im Dunkeln gleich langsam mit 
schwacher Ausbildung des roten Farbstoffes. C 0 2 -Mangel läßt keinen deut- 
lichen Einfluß erkennen. Erst nach längerer Kultur in Wasserstof fatmo - 
Sphäre ist eine den übrigen Vertretern gleichkommende Farbstoffbildung 
und Vermehrungsweise eingetreten. Unter anaeroben Bedingungen ( Burri - 
Verschluß und H 2 S- Gegenwart) ist bisher keine Vermehrung von einzeln 
ausgesäten Zellen beobachtet worden. 

Zellbeschaffenheit. Bisher wahrscheinlich nur degenerierte Zellen gesehen, 
was auch bei den älteren Untersuchen! der Fall gewesen sein dürfte. Zellen 
mit sehr steilen Windungen oder fast gerade, von rund 0,3 fx Dicke und 
6 bis 20 (x Länge. Eigenbewegung mittels polaren Geißelschopfes. Einzel - 
zelle farblos. 

Koloniebeschaffenheit. Tiefenkolonien linsenförmig nach der Tiefe zu 
von chamoisrosa bis karminrot gefärbt. Oberflächenkolonien in gewöhn- 
licher Luft rundlich, mit unregelmäßig welligem Rand, erhaben, mit kon- 
zentrischen Wulstbildungen und radiär verlaufenden flachen Furchen, 
glanzend, chamoisfarbig mit Rosaschimmer. Bloß die Zellmassen des 
Quetschwassers karminrot gefärbt. Oberflachenkolonion in Wasserstoff - 
atmosphäre sind nach mehreren Passagen so karminrot, wie die von Rhodo- 
spiriUum Nr. 1. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend färbbar, 
ö'mw-negativ. 

RhodospiriUum Nr. 1 [= RhodospiriUum photometricum Molisch (1907), 
RhodospiriUum giganteum Molisch (1907), Schrammeck (1934)]. 

Vermehrung. Sehr stark in VaiÜant - und W ^e-Peptonlösungen unter 
aeroben und anaeroben Bedingungen, jedoch nur bei Belichtung. Gegen- 
wart von C0 2 ist bei Peptonlösungen nicht notwendig. In beiden auch 
Vermehrung bei H 2 S - Gegenwart . In Mineralsalzlösungen Vermehrung nur 
bei Gegenwart von H 2 S. In Peptonnährböden C0 2 - Assimilation nicht 
obligat. Wahrscheinlich C-mixotroph. In Pepton- und Mineralsalzlösungen 
wird H*S verbraucht. Dabei keine S-Fällung, weder inner- noch außerhalb 
der Zellen. 
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Zellbescha ffenheit. Gewundene Zellen mit */ 4 Umgängen, 1,5 p breit, 

4 bis 6 (x lang. Eigenbewegung mittels Geißelschopfes. Nur unter un- 
günstigen Vermehrungsbedingungen werden die Zellen etwas dicker und 
vor allem sehr lang, so daß sie fünf bis acht enge oder weite Windungen bilden 
können. Einzelzelle farblos. 

Koloniebeschaffenheit. Tiefenkolonien sind unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen scharf begrenzt, schmal linsenförmig, dunkelkarminrot. 
Oberflächenkolonien in Wasserstof fatmosphäre kreisrund, erhaben, ganz- 
randig, wässerig glänzend, tief karminrot. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend färbbar. 
Oram -negativ. 

Vorkommen. Anreicherungskulturen mit 1% Witte -Pepton und 0,1% 
NajjS bei rund 5,5 % 0 2 . Aus Faulschlamm des Waldteiches von Kuchelbad 
bei Prag, zwischen Rhodopseudomonas Nr. 1 und Phaeomonas Nr. 14. 

Die von Molisch (1907) in Rohkulturen unterschiedenen RhodospiriUum - 
Arten photometricum und gigarUeum gehören wohl zusammen, da man durch 
geeignete Lösungen aus den kurzen Rhodospirillen die auffallend langen und 
regelmäßig geformten Zellen (Degenerationsformen) erhalten kann. Die 
Zusammenhänge mußten Molisch verborgen bleiben, da er keine Reinkulturen 
besessen hat fs. auch tichrammeck (1934)]. 

Gattung CMoropseudomonas nov. gen. nobis. Stäbchenföimige Zellen 

mit einer polaren Geißel, ln größeren Mengen von olivgrüner 

Färbung, welche im Alter in eine grünlichgelbe Färbung umschlägt. 
Chloropseudomonas Nr. 1. 

Vermehrung. Gut in Mineralsalzagar und Mineralsalzlösung (anaerob) 
bei Anwesenheit vcn H 2 S, l>ei Belichtung und Gegenwart von C0 2 . Dabei 
Verbrauch von H 2 S beobachtet. In Witte -Peptonnahrböden weder aerob 
noch anaerob Wachstum. Auf Peptonnährboden mit Hefekochsaft nach 
Ga f fron in der Wasserst offat mosphäi e eine schwache Vermehrung nach 
Massenaussaat. S-Fal!ung weder inner- noch außerhalb der Zellen gesehen. 

Zellbescha ffenheit. Stallchen von 0,3 X 1,5 bis 3,0 jx mit Eigenbewegung. 
Ohne Zoogloeenbildung. Einzelzellen farblos. 

Koloniebeschaffenheit. Tiefenkolonien kugelig, diffus konturiert, 
olivgrün. Oberflachenkolonien (Massenausstrich ) erhaben, rund, ganz- 
randig, mit glänzender Oberfläche, olivgrün. 

Färbbarkeit. Nur mit stark färbenden Lösungen hinreichend farbbar. 
Gram -negativ. 

Vorkonbnun. Anreicherungskultur mit 1 ° () Witte-Pepton, zwischen 
Rhodopseudomonas Nr. 1 und Phaeomonas Nr. 14. Aus Faulschlamm des 
Waldteiches in Kuchelbad bei Prag. 

Zusammenfassung. 

Mit von verschiedenen Freilandstandorten stammendem Material 
wuiden künstlich Biocoenosen hei gestellt, in denen sich Purpurbakterien 
entwickelten. Aus ihnen konnten bisher sieben verschiedene Gruppen 
von Stämmen duich Gestalt, Fäibung und Emäliiungsanspiüche 
eindeutig festgelegt weiden. In einigen dieser Gruppen wurden 
früher beschriebene Organismen sicher erkannt. Wahrscheinlich 
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werden unter den roten Vertretern dieser Gesellscliaften noch weitere, 
als eigene Systemeinheiten wenigstens physiologisch unterscheidbare 
Arten zu finden sein. Mit den roten Bakterien sind außer farblosen 
(aeroben wie anaeroben) auch verschiedene rein grün gefärbte Bakterien 
vergesellschaftet, welche bisher einer ausreichenden Beschreibung bzw. 
einer Isolierung nicht zugänglich waren. 
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(Aus dem Institut für Mikrobiologie der Universität Güttingen.) 

Zytologische Untersuchungen 

an Bakterien mit Hilfe der Feulgenschen Nuclealreaktion*. 

Von 

Bernd StiUe. 

Mit 6 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 28. Februar 1937.) 

Die Frage, ob in der Bakterienzelle in ähnlicher Weise wie in den 
Zellen höherer Lebewesen eine Sonderung von Kern und Zytoplasma 
verwirklicht ist, hat wegen ihrer grundsätzlichen Bedeutung im Laufe 
der letzten 5 Jahrzehnte zu einer Fülle von Untersuchungen geführt. 
So zahlreich die Arbeiten, so widersprechend sind die Ergebnisse. 

Die älteren, bis zum Jahre 1912 erschienenen Arbeiten hat A. Meyer 
in seinem Werk „Die Zelle der Bakterien“ ausführlich dargestellt. Einen 
eingehenden Bericht über den Stand der Zellkemfrage, wie er sich aus den 
später veröffentlichten Untersuchungen ergibt, hat K . Pietschmann 1931 
erstattet. Auch G. Tischlern „Allgemeine Pflanzenkaryologie“ und A. Kieseln 
„Chemie des Protoplasmas“ l>ehandeln die Zellkemfrage ausführlich. 

Auf Grund der älteren unspezifischen Farbemethoden ist man im 
wesentlichen zu folgenden verschiedenen Auffassungen gekommen. 

1. Die Bakterien entbehren des Zellkernes. 

2. Die Bakterien besitzen einen echten Zellkern. 

3. Die Kemsubstanz ist im Normalzustand diffus auf die gesamte Zelle 
verteilt und kann sich gelegentlich aus verschiedenen Gründen innerhalb 
der Zelle entmischen. 

4. Die gesamte Bakterionzelle entspricht einem Zellkern. 

Die Widersprüche werden verständlich, wenn man sich die Unzulänglich- 
keit der angewendeten Untersuchungsmethoden und die Kleinheit der 
Bakterien vergegenwärtigt, die einer zoologischen Erforschung die größten 
Schwierigkeiten entgegensetzen, dafür aber der Subjektivität der Deutungen 
um so mehr Spielraum lassen. Die Tatsache, daß manche Forscher einen 
Kern nicht finden konnten, darf nicht als ein Beweis für die tatsächliche 
Kernlosigkeit aufgefaßt werden ; bedeutet doch ein Nichtnachweisenköimen 
noch lange kein Nichtvorhandensein. Andererseits sind aber sicher auch 
Gebilde ganz verschiedener Art — Vakuolen, Reservestoffe, Sporenanlagen, 
Artefakte — als Kerne angesprochen worden. 

Im Gegensatz zu den unspezifischen Färbemethoden ist die von 
li.Feulgcn 1924 bekanntgegebene Nuclealreaktion insofern von besonderem 
Wert, weil sie infolge ihrer strengen Spezifität einen mikrochemischen Nach- 
weis der Thymonucleinsäure ermöglicht. Dabei handelt es sich um einen 

# Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der 
Universität Göttingen. 
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chemischen Körper, der in den Zellen höherer Organismen stets im Kern 
vorhanden ist und einen strukturbedingenden Faktor des Chromosomen- 
aufbaues ( Casparsson ) bedeutet 1 . Infolgedessen ist die Nuclealreaktion 
auch bald zu zytologischen Untersuchungen an Bakterien herangezogen 
worden. Die dabei erzielten Ergebnisse sind jedoch keineswegs überein- 
stimmend. 

Feulgen und Rossenbeck (1924) konnten bei Bakterien und Hefen keine 
Nuclealreaktion feststellen. Feulgen schloß daraus, daß bei diesen „phylo- 
genetisch niedrigststehenden Formen“ eine chemische Evolution der 
Thymonucleinsäure noch nicht erfolgt sei. 

* Voit erzielte als erster (1925 und 1927) eine positive Reaktion in 
dickeren Ausstrichen von Bakterien und Hefen und wies somit das Vorhanden- 
sein der Thymonucleinsäure in diesen Organismen nach. 

Cunha und Muniz fanden 1929 bei 16 bis 18 Stunden alten Kulturen 
von Bac. anthracis in den Stäbchen die Nuclealreaktion an bestimmte 
Strukturen gebunden. Meist waren es zwei Körnchen, die sich im mittleren 
Teil der Zelle befanden. Bei Sporen konnte keine Nuclealreaktion erzielt 
werden. 

Pokrowskaja untersuchte Bac. pestis. Bei parasitischer Lebensweise, 
wie es im natürlichen Zustand der Fall ist, gebe die gesamte Zelle eine 
diffuse Nuclealreaktion. Unter saprophy tischen Lebensbedingungen da- 
gegen entmische sich die Thymonucleinsäure innerhalb der Zelle; es bilde 
sich ein echter Kern, der zu amitotischer Teihing befähigt sei. 

Kuzela beobachtete bei verschiedenen Sporenbildnern eine diffuse 
Nuclealreaktion. Gelegentlich ließen sich in den Zellen jedoch auch nucleal- 
positive Körnchen oder netzaitige Gebilde feststellen. Verfasser deutet die 
gesamte Bakterienzelle als Keinanalogon. Doch steht dieser Auffassung 
außer anderen Einwänden schon die Art der Sporenbildung innerhalb der 
Zelle im Wege. 

Stapp und Borteis fanden bei Pseudomonas tumefaciens höchstens eine 
diffuse Anfäibung der gesamten Zelle, niemals aber Nuclealsubstanz in 
morphologisch differenzierter Form. 

Nach Pietschmann und Rippel ist bei Bac. mycoides die nuclealpositive 
Substanz im Normalzustand diffus auf die gesamte Zelle verteilt; sie geht 
nicht restlos in die Spore ein und scheint bei der Zellteilung keine bestimmte 
Anoidnung anzunehmen, die eine gleichmäßige Verteilung auf die Tochter- 
zellen gewährleistet. Einwirkung von Lithiumchlorid und von Magnesium - 
sulfat soll eine Entmischung der nucloalpositiven Substanz innerhalb des 
Plasmas herbeiführen. Es handele sich dabei um Reizfoimen. Mit der 
Entmischung sei der Verlust der Vermehrungsfähigkeit verbunden. 

Imhenecki beschrieb 1934 die Struktur des Granulobacter pectinovorum . 
Junge, einzeln gelagerte Zellen gäben eine diffuse Nuclealreaktion. In 
älteren Foimen dagegen seien deutlich gefärbte Körnchen festzustellen. 
Ein nuclealpositives Polkörnchen führe entweder zur Bildung einer Spore 
oder zu einer „Knospe“, m der Verfasser eine besondere Form der Ver- 
mehrungsfähigkeit sieht. Auch wild lie Ausbildung eines positiv reagieren- 
den „Clitellums“ im mittleren Teil dei Zelle beschrieben. 

In deutlichem Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse, die der gleiche 
Autor 1936 bei den verschiedenartigsten Bakterün und auch bei Heftn bei 

1 Die ausführliche Monographie von Milovidov (1936) kann leider, da 
sie russisch geschrieben ist, nicht herangezogen werden. 
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Anwendung der Nuclealreaktion erzielte. Bei größeren Anhäufungen dieser 
Organismen fand Verfasser eine positive Reaktion. Bei mikroskopischer 
Betrachtung ließen sich weder diffuse Anfärbung der Zelle noch vom Plasma 
gesonderte nuclealgefärbte Strukturen beobachten. Die Zellen erschienen 
völlig farblos. Verfasser vermutet, daß die Hefe kerne und die „Chromatin- 
kömer“ und „Prosporen“ der Bakterien infolge ihres geringen Umfanges 
eine so schwache Nuclealfärbung zeigten, daß die violette Anfärbung erst 
bei größeren Anhäufungen der Mikroorganismen, nicht aber in der einzelnen 
Zelle wahrnehmbar sei. 

Endlich sei noch auf die Arbeit von Milovidov (1935) verwiesen. Ver- 
fasser beschreibt für die jungen Stadien von Bac . myeoidee , Bac . megaterium 
und Bac . anthracoides eine diffuse Verteilung der Nuclealstoffe. Später 
jedoch könne eine Kondensation derselben zu kompakten, positiv reagieren- 
den Gebilden eintret en. 

Die mit Hilfe der Nuclealreaktion erzielten Ergebnisse sind also 
zum Teil recht widersprechend. Dafür dürften außer der Subjektivität 
der Deutungen u. a. auch noch folgende Gründe verantwortlich sein: 

1. Die Nuclealreaktion ist eine Postvitalfärbung. Dabei wissen 
wir jedoch nicht, ob nicht innerhalb der Bakterienzelle mit dem Tode 
grundlegende Veränderungen in bezug auf den kolloidalen Zustand 
und die Lokalisation der Thymonucleinsäure eintreten. 

Da die Thymonucleinsäure eine selektive Absorption für ultra- 
violette Strahlen zeigt, wäre es wünschenswert, zu versuchen, die Er- 
gebnisse, die wir mit der Nuclealreaktion über den Bau der fixierten 
Bakterienzelle erzielen, mit Hilfe der Ultraviolettabsorption auch am 
lebenden Material sicherzustellen 1 . 

2. Die Thymonucleinsäure gibt erst nach vorheriger Hydrolyse 
die Aldehydreaktion. 

Bei zu schwacher Hydrolyse bleibt die Reaktion aus, so daß der 
Trugschluß nahegelegt wird, es sei keine Thymonucleinsäure in der Zelle 
vorhanden. 

Die Nuclealreaktion fällt positiv aus, sobald durch die Hydrolyse 
von der hochmolekularen Thymonucleinsäure die Purinkörper Guanin 
und Adenin abgespalten sind ; sie bleibt weiterhin positiv, bis die Thvmo- 
nucleinsaure weitgehend abgebaut ist und nur ein niedrig molekularer Rest- 
körper (nach Lewne handelt es sich um eine Pentose, die d-2-Ribodesose) 
übriggeblieben ist, der leicht löslich ist. Es ist also durchaus möglich, 
daß je nach Dauer und Temperatur der Hydrolyse verschieden stark 
lösliche Abbaustufen der Thymonucleinsäure und damit Lokalisations- 
änderungen der nuclealpositiven Substanz erreicht werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde u. a. auch besondere Beachtung 
der Frage geschenkt, ob bei den Bakterien extreme Lebensbedingungen 

1 Herr Dr. Meyer hat am hiesigen Institut diesbezügliche Unter- 
suchungen eingeleitet, die indessen aus finanziellen Gründen noch nicht 
weitergeführt werden konnten. 
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den Ausfall der Nuclealreaktion irgendwie beeinflussen können, und 
ferner, ob sioh bei gleichem Versuchsmaterial durch Variation der 
Methodik der Nuclealfärbung verschiedene Ergebnisse erzielen lassen. 

Material und üntersuchungsmethode. 

Mit Ausnahme eines selbstisolierten Sporenbildners, der sich infolge 
einer zufälligen Infektion auf Dextroseagar einstellte, im nachfolgenden als 
Bacillus aus der M egat^rium - Gruppe bezeichnet, stammten sämtliche unter- 
suchten Bakterienarten aus Reinkulturen, die im hiesigen Institut gezüchtet 
waren. Im wesentlichen handelte es sich dabei um folgende Arten: Bac. 
subtilis, Bac. mesentericus fuscus und Bac. mycoides. Doch wurden außerdem 
zum Vergleich noch Bac. robur , Bac. ruminatus , Bac. megaterium , Bac. 
Ellenbachensis , Bac. amylobacter, ferner Azolobacter , Sarcinen , Actinomy - 
ceten , einige He/e -Arten und Gewebestücke höherer Pflanzen der Nucleal- 
reaktion unterzogen. 

Die Kultur der Bakterienstämme erfolgte im allgemeinen auf Nähr- 
boden Nr. 3 1 oder auf Dextroseagar 1 , auf denen alle untersuchten Arten 
gutes Wachstum zeigten. Doch wurden zu Vergleichszwecken — wie an 
anderer Stelle noch ausführlich berichtet werden soll — auch noch zahlreiche 
andere Nährböden bzw. Nährlösungen verwendet, um abgeänderte Lebens - 
bedingungen zu schaffen. 

Zur Anfertigung von Nuclealpräpaiaten wurde entweder flüssigen wie 
festen Kulturen Material mit der Platinöse entnommen und auf dem Deck- 
glase verrieben, oder es wurden bei Plattenkulturen Abklatschpräparate 
durch Auflegen eines Deckglases gemacht. 

Das Fixieren erfolgte durchweg in Sublimatalkohol (nach Schaudinn ), 
doch winde zur Kontrolle außerdem noch mit Camay scher Flüssigkeit, 
Sublimat -Eisessig (nach Lang), Essigsäuredämpfen und 70° u igem Alkohol 
gearbeitet. 

Die fixierten Präparate wurden die Alkoholreihe hinaufgeführt und 
mindestens 48 Stunden in 96 ® ( igem Alkohol, dem 1 ° c) Dimedon (Dimethyl- 
cyclohexandion) zugesetzt war, behandelt, um eine Plasmalogenreaktion zu 
verhindern und möglicherweise vorhandene freie Aldehyde vorher ab- 
zufangen. 

Die Hydrolyse wurde in n HCl ursprünglich bei 60° C 6 bis 12 Minuten 
lang durchgeführt; später wurde, wie besondere Versuche beschreiben, zum 
Studium der Hydrolysenwirkung die Temperatur und die Dauer der Hydro- 
lyse weitgehend variiert. Dabei wurde als optimale Bedingung eine Tem- 
peratur von 40° bei einer Dauer von 00 Minuten gefunden. 

Als Hydrolysegefäße dienten kleine Bechergläser, in denen die Prä- 
parate aufrecht standen. Ein größerer, die Bechergläser allseitig um- 
gebender Wassermantel sorgte für die Konstanterhaltung der gewünschten 
Temperatur während der Hydrolysedauer. 


1 Nährlösung Nr. 3: Pepton l,0gundAgar l,5gzu lOOccm mineralische 
Nährlösung. Mineralische Nährlösung: 10 ccm 10%ige K a HP0 4 , 30 ccm 
l%ig©MgS0 4 , 10 ccm 1 %ige Na CI, Iccm 1 %ige FejCl*, 949 ccm Aqua 
dest. Lackmusneutral (nach Gottheit, Centralbl. f. Bakt. II, 7, 432, 1901). 
— 1 Dextroseagar: Pepton- Witte 1,2 g, Liebigx Fleischextrakt 0,8g, 
NaCl 0,2 g, Dextrose 1,0 g, Agar 1,6 g, Aqua dest. zu 100,0 ccm. Lack- 
musneutral. 
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Nach drei- bis fünfstündigem Verweilen in fuchsinschwefliger Säure 
wurden die Präparate mindestens eine halbe Stunde, oft noch länger, sorg- 
fältig in wiederholt erneuertem S0 2 -haltigem Wasser gespült, um alle 
überschüssigen, nicht an der Nuclealreaktion beteiligten Reste der fuchsin- 
schwefligen Säure zu entfernen. Dadurch wurde die Möglichkeit einer 
später auftretenden Pseudofärbung verhindert. Da sich herausstellte, daß 
vor allem Azotobacter — wohl infolge der Schleimschicht — , ferner Sporen 
und Sarcinen die letzten Reste der fuchsinschwefligen Säure besonders 
hartnäckig festhalten, wurde die S 0 2 -Wässerung bei diesen Präparaten auf 
mehrere Stunden ausgedehnt. 

Nach kurzem Spülen in klarem Wasser wurden die Nuclealpräparate 
alsdann in Glycerin auf dem Objektträger eingebettet. 

Gelegentlich wurden auch größere Bakterienmassen, vor allem Suspen- 
sionen von Bakterien, die in Nährlösungen gewachsen waren, im Zentri- 
fugenglas mit den einzelnen Agenzien behandelt und der Feulgen sehen 
Nuclealreaktion unterzogen. 

Selbstverständlich wurden zum Vergleich stets Kontrollpräparate ohne 
vorherige Hydrolyse herangezogen. 

Plasmagegenfärbungen erfolgten mit einer 0,6 %igen Lösung von 
Becher s Alizarinviridin. 

Bei den mikroskopischen Beobachtungen und zur Mikrophotographie 
diente eine ö Amp. Gleichstrombogenlampe als Lichtquelle. 

Die Sicherheit des Nachweises der nuclealgefärbten Zellbestandteile 
konnte durch die Verwendung eines gr ünen Farbfilters erheblich gesteigert 
werden 1 . Das Filter erwies sich vor allem aus zwei Gründen als vorteilhaft : 
es ermöglichte durch die Dämpfung der Gesamt int ensität des Bogenlichtes 
ein Mikroskopieren hei voller Blendenöffnung, ohne das Auge zu über- 
anstrengen. Ferner ließ es die nuclealgefärbten Zellbestandteile kontrast- 
reicher hervortreten infolge Absorption derjenigen Spektralbereiche, die 
normalerweise das Violett der nuclealgefärbten Strukturen durchdringen. 

Die Mikrophotos sind im Hellfeld in der A. Köhler sehen Anordnung 
mit Homal IV, aplanatischem Kondensor, öffnungszahl 1,4, bei voller 
Blendenöffnung aufgenommen. Als Objektiv diente eine Ölimmersion, 
Apoehromat mit einer numerischen Apertur von 1,3 und einer Eigen- 
vergrößerung von 120: 1. Die Vergrößerung beträgt bei sämtlichen Photo- 
grammen ungefähr 1700:1. Als Negativmaterial diente Hauff „Ortlio- 
Liclithoffrei“ 19 bis 20° Sch.; für die Abzüge wurde „Agfa Lupex Ultra 
hart“ gewählt. 

Ergebnisse. 

Makroskopischer Ausfall der Nuclealreaktion . 

Unter den beschriebenen Bedingungen fiel bei sämtlichen unter- 
suchten Arten nach vorheriger Hydrolyse die Nuclealreaktion makro- 
skopisch stets positiv aus. Ausstriche von jungem wie von altem Material 
zeigten in gleicher Weise die Nuclealreaktion. Bereits nach 5 bis 
10 minutenlangem Verweilen in fuchsinschwefliger Säure stellte sieh die 
Violettfärbung ein. Dagegen blieben die nicht hydrolysierten Kontroll- 

1 Als Filter diente eine Glasküvette, die mit folgender Farbmischung 
angefüllt war: 3,0 ccm Orange G, 1 ° 0 , wässerig; 8,0 cem Methylenblau, 
1 °/oo» wässerig; 100,0 ccm Aqua dest. Innere Weite der Küvette 0,7 cm. 
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präparate selbst nach einstündigem Verweilen in der fuchsinschwefligen 
Säure noch völlig ungefärbt. 

Jedoch darf man die Kontrollpräparate nicht noch längere Zeit 
der Einwirkung der fuchsinschwefligen Säure aussetzen, da diese sonst 
allmählich eine Hydrolyse der Thymonucleinsäure einleitet und damit 
eine Nuclealreaktion herbeiführt. 

Über die Menge der nuclealpositiven Substanz bei dem verschiedenen 
Material läßt sich auf Grund der Farbintensität natürlich nichts aus- 
s&gen, da die Ausstriche niemals von gleicher Dicke sind. Ferner braucht 
die Hydrolyse der Thymonucleinsäure auch nicht quantitativ verlaufen 
zu sein, so daß infolgedessen auch keine maximale Anfärbung zu er- 
warten ist. 

Zytologische Befunde . 

Bei mikroskopischer Beobachtung zeigten die nuclealgefärbten 
Bakterienausstriche nicht stets das gleiche Bild. Entweder waren 
sämtliche Bakterien im Nuclealpräparat gleichmäßig diffus angefärbt, 
oder aber die Nuclealreaktion beschränkte sich auf ganz bestimmte 
Gebilde innerhalb des Zelleibes. Das übrige Plasma war dann völlig 
ungefärbt, wie durch Gegenfärbung mit Alizarinviridin festgestellt 
werden konnte. 

Zellen, die eine diffuse Nuclealfärbung zeigen, nehmen bei Gegen- 
färbung mit Alizarinviridin eine schmutziggraue Mischfarbe an. Im 
Gegensatz dazu erscheint das Plasma jener Zellen, in denen die Nucleal- 
reaktion an bestimmte Strukturen gebunden ist, nach Gegenfärbung 
mit Alizarinviridin in einem klaren Grün. 

Dieser unterschiedliche Ausfall der Nuclealreaktion konnte bei 
sämtlichen untersuchten Arten beobachtet werden. Dabei handelte 
es sich in beiden Fällen um eine echte Aldehyd reaktion. Durch stunden- 
langes Spülen in S0 2 haltigem Wasser ließ sich keine Entfärbung herbei- 
führen, so daß also eine Pseudoreaktion (Anfärbung der Zelle infolge 
hydrolytischer Spaltung der überschüssigen fuchsinschwefligen Säure) 
für den unterschiedlichen Ausfall nicht verantwortlich ist. 

Wie im Verlauf der Arbeit nachgewiesen wird, sind die nucleal- 
positiven Gebilde innerhalb der Bakterienzelle durch Kultivieren unter 
extremen Lebensbedingungen in ihrer Größe und Anzahl nicht nach 
Art eines Reservestoffes zu beeinflussen. Da also das Substiat keinen 
Einfluß auf den Ausfall der Nuclealreaktion ausübt, kann es sich auch 
nicht um eine durch „Reizwirkung“ herbeigeführte „Entmischung“ 
der nuclealpositiven Substanz handeln. Ferner konnten die nucleal- 
positiven Gebilde in zweifellos jungen Bakterien bereits nachgewiesen 
werden; sie können infolgedessen nicht als frühe Stadien von Sporen- 
anlagen aufgefaßt werden. Da bei Anwendung der verschiedenen Fixier- 
mittel das Zellbild stets in gleicher Weise dargestellt wurde, ist die 
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Fixage nicht für den unterschiedlichen Ausfall verantwortlich. Dagegen 
kann durch die Einwirkung der Hydrolyse — je nach Dauer und Tem- 
peratur — die ursprünglich strukturgebundene Thymonucleinsäure 
derart weitgehend gespalten werden, daß die reaktionsgebenden End- 
produkte der Spaltung sich infolge ihrer Leichtlöslichkeit auf die gesamte 
Zelle verteilen und somit eine diffuse Nuclealreaktion hervorrufen. 

Im folgenden soll über die bei den einzelnen Bakterienarten beob- 
achteten nuclealpositiven Gebilde und ihre Anordnung innerhalb der 
Zelle berichtet werden. Besondere Beachtung wurde dabei dem Ver- 
halten während der Zellteilung, der Sporen bildung, des weiteren Nach- 
reifens der Sporen und der Sporenkeimung geschenkt. 

Bacillus aus der Megaterium- Gruppe. 

Verhalten während der Zellteilung : Im Nuclealpräparat, das Material 
einer 15 Stunden alten Kultur enthielt, befanden sich ausschließlich 
vegetative Stadien. Im Plasma jeder einzelnen Zelle waren nucleal- 
positive Gebilde zu beobachten, über deren Anordnung Abb. 1 eine 
tMjernicht gibt. 



1 2 3 4 5 6 


Abi). 1. Verhalten der »urlealposltn en Gebilde bei Hactlhts der J/epaicnum-Gruppe. Schematisch. 

Die Stadien f> bis 7 zeigen l>ereits äußerlich, daß sie sich in Zell- 
teilung l>efinden. Bei 7 ist diese schon soweit fortgeschritten, daß 
die beiden Tochterzellen nur noch lose miteinander in Verbindung 
stehen. Dagegen sind l>ei den kleineren Zellen 1 bis 4 äußerlich keine 
Anzeichen festzustellen, die auf eine beginnende Zellteilung hindeuten. 

Zahl und Anordnung der nuclealpositiven Gebilde innerhalb der 
Zelle lassen eine gesetzmäßige Beziehung zur Zellteilung erkennen. 

Die einzelne Zelle enthält mindestens zwei, höchstens aber vier 
nucleal]>ositive Körnchen. Sobald das ,, Vierkörnchenstadium“ erreicht 
ist, tritt eine Zellteilung ein, so daß damit das „ Zweikörnchenstadium“ 
für die beiden Tochterzellen wiederhergestellt ist. Jedes Körnchen 
teilt sich durch Einschnürung. Es entsteht zunächst ein hantelförmiges 
Gebilde. Schließlich verschwindet die Verbindungsbrücke, und die 
lieiden Tochterkörnchen trennen sich; hierdurch ist das ,, Vierkörnchen- 
stadium“ wiederhergestellt. 

Gelegentlich sind auch Zellen zu beobachten, in denen die Teilung 
des einen Körnchens bereits beendet ist, während das andere sich noch 

Archiv für Mikrobiologie. Bd 8. 
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in Teilung befindet. Sie enthalten also drei nuclealpositive Gebilde und 
stellen ein Zwischenstadium dar. 

Die Körnchenteilung geht also der Zellteilung zeitlich um eine 
Generation voraus, da jeder Tochtei zelle zwei Körnchen mitgegeben 
werden. 

Diese Beobachtungen schließen nicht aus, daß die Normalzahl 
je Zelle nur ein Körnchen ist. Es ist jedoch nicht möglich, dieses Ruhe- 
stadium zu fassen, da sich die Bakterienzelle — wie es auch in ihrem 
intensiven Stoffwechsel sich ausdiückt — in lebhafter Teilung befindet. 

Die nuclealpositiven Gebilde lassen weitere Feinheiten ihres struk- 
turellen Aufbaues nicht erkennen, da sie infolge ihrer geringen Größe 
(0,3 bis 0,4 (x) die Auflösungsgrenze des Mikroskopes erreichen. 

Die Körnchen lassen sich nicht als Plasmolyseerscheinungen deuten, 
und zwar: 

1. aus theoretischen Erwägungen: sie sind zu klein, um durch 
Plasmolyse herbeigeführt sein zu können. 

Die Größe einer im „Zweikörnchenstadium“ l>efindlichen Zelle 
beträgt 5x1 fx; sie hat also — als Zylinder berechnet — ein Volumen 
von 4 {x 3 . Die nuclealpositiven Körnchen haben einen Durchmesser 
von höchstens 0,4 p.. Als Kugel bciechnet beträgt das Volumen für 
jedes einzelne 0,033 {x 3 , für beide zusammen also 0,006 fx 3 . Nimmt 
man nun für den osmotischen Wert der Bakterienzelle 8 Atm. an, was 

4 . 8 

sicher nicht zu hoch gegriffen ist, so wäien ^ — 485 Atm. nötig, 

um den Protoplasten auf diese geringe Große zu icduzieion. 

2. Die sporen bildenden Bakterien sind aber auch gar nicht plasmo- 
lysierbar. 

Sämtliche, im Verlauf der Arbeit beschriebenen Bakterien wurden 
der Einwirkung von Kochsalz- und Rollt zuckerlösungen verschiedener 
Konzentration ausgesetzt. Dabei konnte in den hypei tonischen Lösungen 
niemals eine Plasmolyse beobachtet werden. 

Die nuclealgefärbten Gebilde sind ferner nicht als frühe Stadien 
von Sporenanlagen anzusprechen aus folgenden Gründen: 

1 . Sie wurden in jungen Stäbchen, die sich noch in lebhafter Teilung 
befanden, beobachtet. Ein 1 Liter Erlenmeyer -Kolben, der in flacher 
Schicht 100 ccm D- Lösung 1 enthielt, wurde mit Sporenmaterial aus 
einer 120 Tage alten Kultur beimpft und dann 10 Minuten lang auf 
80° erhitzt, um alle vegetativen Formen, falls solche beim Überimpfen 
mit hineingelangt sein sollten, abzutöten. Die Kultur erfolgte im Brut- 
schrank bei 37° C. 

1 D-Lösung: Pepton- Witte 1,2 g; Liebign Fleischextrakt 0,8 g; Na CI 
0,2g; Dextrose 1,0g; Aqua dest. zu 100 ccm; lackmusneutral. 
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Nach 10 Stunden konnten bei mikroskopischer Kontrolle bereits 
zahlreiche, lebhaft bewegliche Stäbchen festgestellt werden. Zu diesem 
Zeitpunkt wurden der Kultur 20 ccm Flüssigkeit mittels einer sterilen 
Pipette entnommen und alsdann zentrifugiert. Es setzte sich im Zentri- 
fugenglas nur ein ganz geringes Sediment ab, das zu Ausstrichen für 
Nuclealpräparate benutzt wurde. Dabei zeigten sämtliche Zellen dieser 
jungen Kultur in gleicher Weise die nuclealpositiven Gebilde. 

Vergleichshalber wurden der gleichen Flüssigkeitskultur nach 
weiteren 10 Stunden — also 20 Stunden nach dem Beimpfen — noch- 
mals 20 ccm entnommen und zentrifugiert. Dabei wurde ein 
wesentlich größeres Sediment erzielt. 

Die Bakterienmasse, je 20 ccm Nährlösung, hat sich also in diesen 
nachfolgenden 10 Stunden noch erheblich vermehrt. Infolgedessen 
müssen die einzelnen Stäbchen während dieser Zeit noch zahlreiche 
Zellteilungen durchlaufen haben, um diese größere Masse zu bilden. 
Daß jedoch die Stäbchen Spoienanlagen ausbilden, f-olange sie sich 
noch lebhaft durch Teilung vermehren, ist unwahrscheinlich. 

2. Die Größe der nuclealpositiven Gebilde erweist sich innerhalb 
sehr enger Grenzen als konstant. 

Wiirde es sich bei den Gebilden um Spoienanlagen handeln, so 
müßte man auch beträchtliche Größenunterschiede — bedingt durch ein 
allmähliches Anwachsen der Anlage bis zur vollen Sporengröße — in 
den verschiedenen Zellen feststellen können. 

3. Die Sporenbildung selbst konnte l>eobachtet werden. Dabei ließ 
sich feststellen, daß die Sporen sich aus Anfangsstadien entwickeln, die 
keine Nuclealreaktion zeigen. Vielmehr wird jeder Spore im Verlauf 
ihrer Entwicklung in der Mutterzelle ein nuclealpositives Gebilde zu- 
geteilt. 

Verlauf der Sponnbildung. Die zukünftige Spore läßt sich bereits in 
frühen Anlagestadien schon in der ungefärbten Mutter zelle erkennen. 
In jeder Zelle entsteht ein Bezirk, der sich durch sein größeres Licht - 
brechungsvermogcn vom übrigen Plasma deutlich abhebt und allmählich 
zur vollen Sporengröße heranwächst. Die Mutterzelle kann dabei eine 
ganz geringe seitliche Anschwellung erfahren. Selten liegt die Spore 
genau in der Zellmitte; meist ist sie dem einen Zellende etwas genähert. 
Jede Mutterzelle bringt stets nur eine Spore hervor. 

Besondere Beachtung wurde dem Verhalten der nuclealpositiven 
Substanz während der Sporen bildung geschenkt. Dabei ergab sich, 
daß im Nuclealpräparat nicht die gesamten Sporenanlagen gefärbt 
werden, sondern daß die Nuclealreaktion sich in jeder Zelle auf zwei 
Körnchen beschränkt, die erheblich kleiner sind als die Sporenanlage. 
Das eine liegt frei im Zellplasma und geht später — nach dem Freiwerden 
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der Spore — mit dem Mutterzellrest zugrunde, während das andere 
sich am Aufbau der Spore beteiligt. 

An Hand der einzelnen Stadien, wie sie sich im nuclealgefärbten 
Material finden, ist auf folgenden Verlauf der Sporenbildung zu schließen : 
Jedes vegetative Stäbchen, das sich zur Sporenbildung anschickt, enthält 
zwei nuclealpositive Körnchen von gleicher Größe. Eines davon wird 
durch die heranwachsende Sporenanlage — die, wie bereits beschrieben, 
nicht genau in der Zellmitte, sondern meist dem einen Zellende etwas 
genähert entsteht — aus seiner ursprünglichen Lage verdrängt. Eh 
liegt infolgedessen stets peripher an der jungen Sporenanlage, nie in 
deren Zentrum (s. Abb. 2). Die Sporenanlage umgibt Rieh schließlich 
mit einer Membran, die das Körnchen mit einschließt. 



Abb. 2. Bacillu s ans der Vrp«/fn?/m-Gnippe. Vegetative Stadien und Sporenbildung in 2 Tage 
alter Knltnr auf D-Agar. Feulqen- Färbung. Veigr. 1710 mal. 

Das zweite nuclealpositive Gebilde, welches sich außerdem in der 
Mutterzelle befindet, bleibt an der Sporenbildung völlig unbeteiligt 
und geht später beim Zerfall der Zelle mit dem Restkörper zugrunde. 

Die jungen freien Sporen zeigen das gleiche Aussehen wie bereits 
vorher in der Mutterzelle. Nie fehlt das seitlich gelegene nuclealgefärbte 
Körnchen. 

Pietschmann und ftippel fanden bei den freien Sporen von Bac . 
mycoides ebenfalls ein j>eripher gelegenes nuclealpositives Gebilde. 
Verfasser vermuteten, daß es sich dabei um einen der Sporenmembran 
außen anhaftenden Plasmarest der zugrunde gegangenen Sporen- 
mutterzelle handele. 

Infolge der geringen Dimensionen der Strukturen bereitet es die 
größten Schwierigkeiten, mit unseren optischen Hilfsmitteln eine ein- 
deutige Entscheidung darüber zu gewinnen, ob das peripher gelegene 
nuclealpositive Gebilde der Sporenmembran außen angelagert ist, oder 
ob es sich an der Innenseite der Membran, also in der Spore, befindet. 
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Doch erschien die Klärung dieser Frage besonders wichtig; denn 
hier mußte auch die Entscheidung liegen, ob das Gebilde etwa nur als 
ein zugrunde gehender Plasmarest der Sporenmutterzelle 1 oder aber 
als ein wesentlicher Bestandteil der Spore selbst anzusprechen ist. 

Nachreifen der Sporen. Deshalb wurde auch älteres Sporenmaterial 
zur Untersuchung herangezogen, um möglicherweise durch das Altem 
bedingte Veränderungen der Sporen zu verfolgen. 

Zunächst ließ sich feststellen, daß die Sporen mit zunehmendem 
Alter bald eine deutliche Volumenverminderung infolge Wasserverlust 
erfahren. 

Junge Sporen , gewachsen auf Nährboden Nr. 3, hatten im Mittelwert 
folgende Größe: Länge 1,68 fx, Breite 1,12 (x; 120 Tage alte Sporen gleicher 
Herkunft dagegen: Länge 1,45 [x, Breite 
0,92 (x. 

Die 120 Tage alte Kultur enthielt nur 
freie Sporen; vegetative Stadien waren 
nicht mehr zu finden. Schon äußerlich 
ließ sich der Kultur ansehen, daß das 
Wachstum zum Stillstand gekommen 
war: der Nährboden war bis auf ein 
Viertel seines ursprünglichen Volumens 
eingetroeknet: das Bild des Impfstriehes 
hatte schon seit Wochen keine Verände- 
rung mehr erfahren. 

Die Nuclealfärbung ergab bei diesem alten Sporenmaterial el>en- 
falls eine positive Massomeaktion. 

Bei mikroskopischer Beobachtung war in jeder Spore auch das 
nuclealpositive Gebilde wiederzufinden, und zwar erschien es nunmehr 
ül>errasehend©rweise zumeist nicht peripher, wie bei den jungen Sporen, 
sondern zentral im Sporeninnem. 

Durch folgende weitere Beobachtungen ließ sich mit Sicherheit 
nachweisen, daß das Körnchen sich tatsächlich im Sporeninnem be- 
findet . 

1. Bei leichtem Druck auf das Deckglas lösen sich stets einige 
Sporen los und werden durch die auftretende Strömung des Einbettungs- 
mittels (Glycerin) mitgerissen. Verfolgt man diese Sporen, so läßt sich 
feststellen, daß sie in diesem Strom nicht gleiten, sondern zuweilen 
langsame Drehbewegungen ausführen. Während dieser Drehung er- 
scheint das Körnchen zentral in der Spore ; würde es der Membran außen 

1 Gegen diese Annalime spricht allerdings schon der Verlauf der Sporen- 
bildung und die Regelmäßigkeit, mit der das Gebilde bei den freien Sporen 
auftritt. 



Abb. 3. liacillu $ aus der Meqatcrium- 
Gruppe Sporen 120 Tage alt. Feulgcn- 
F&rbung. V ergr. 1680 mal. 
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anhaften, so müßte es exzentrisch rotieren und somit bald auf dieser, 
bald auf jener Sporenseite erscheinen. 

2. Sporen, die sich in dünnflüssigem Medium — vor allem in Wasser 

— befinden, zeigen oft Brownsche Bewegung. Sie führen ungeordnete 
Drehungen und Richtungsänderungen aus, so daß man sie allseitig 
beobachten kann; dabei läßt sich deutlich die Lage des Gebildes im 
Sporeninnern feststellen. 

3. Bringt man Sporen zum Auskeimen (vgl. Sporenkeimung, S. 136 f.), 
so sind an den leeren Sporenhüllen, sobald sie vom Keimstäbchen ver- 
lassen sind, niemals nuclealpositive Gebilde nachzuweisen. Daraus 
ergibt sich, daß die Nuclealsubstanz bei den ungekeimten Sporen im 
Zellinnern lokalisiert ist und beim Auskeimen dem jungen Stäbchen 
mitgegeben wird. 

Um die Lage des nuclealpositiven Gebildes innerhalb der Spore — 
ob zentral oder seitlich — statistisch zu erfassen, wuide im Okular des 
Mikroskops mit Tusche ein kleines quadratisches Feld eingezeichnet 
und die jeweils in diesem Felde befindlichen Sporen untersucht. Von 
insgesamt 1046 Sporen wurde das Körnchen in 922 Fällen, also bei 
88%, zentral und in 29, also 3%, seitlich gefunden. Bei den übrigen 
95 Sporen (= 9%) ließ sich nicht sicher entscheiden, ob zentral oder 
seitlich. 

Zur weiteren mikroskopischen Konti olle wurden außerdem noch 
Sporen gleicher Herkunft ungefärbt im Dunkelfeld bzw. nach Intensiv- 
färbung im Hellfeld beobachtet. Im Dunkelfeld waren bei diesen stark 
lichtbrechenden alten Sporen niemals irgendwelche, der Membran an- 
haftende Plasmareste zu erkennen ; die gleiche Feststellung ließ sich 
auch bei ungefärbten Sporen im Hellfeld machen. Mit Methylenblau, 
Garbolfuchsin und Gentianaviolett intensiv gefärbte Sporen zeigten - 
auch bei nachfolgender Behandlung in verdünnten Sauren bzw. in 
Alkohol — stets eine gleichmäßige Anfärbung. Innengebilde waren 
bei den so behandelten Sporen — im Gegensatz zu den nuclealgefärbten 

— niemals festzu stellen. 

Sporenkeimvng : Anschließend wurde das Verhalten der nucleal- 
positiven Substanz während der Sporenkeimung verfolgt. 

Es war dabei wesentlich, von reinem Sporenmatorial, das keine vegeta- 
tiven Stadien mehr enthielt, auszugehen. Nur so ließ sich mit Sicherheit 
nachweisen, daß die spater m der Kultur auftretenden vegetativen Formen 
nicht etwa mit dem Impfmaterial unmittelbar eingeschleppt, sondern erst 
durch Keimung aus den Sporen hei vorgegangen waren. Aus diesem Grunde 
wurde einer 150 Tage alten, durch Austrocknen bereits stark ein- 
geschrumpften Agarkultur, auf der das Wachstum seit langem völlig zum 
Stillstand gekommen war, reichlich Impfmasse entnommen und in Reagens- 
gläser mit frischer D-Losung übertragen. Sofort nach dem Beimpfen 
wurden die Röhrchen 10 Minuten lang einer Tempeiatur von 80° ausgesetzt, 
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um vegetative Stadien, falls sie überhaupt mit hineingelangt sein sollten, 
zu vernichten. Die Kultur erfolgte im Brutschrank bei 25°. In bestimmten 
Zeitabständen, 0, 1, 2, 4, 6, . . ., 24 Stunden, wurden Ausstriche gemacht 
und der Nuelealreaktion unterzogen. Auf diese Weise ließ sich der Verlauf 
der Keimung und die Lokalisation der Thymonuelemsäure wahrend der 
einzelnen Phasen verfolgen. Dabei ergab sich, daß bei diesen alten Sporen 
ein Auskeimen bedeutend später erfolgt als bei jungen Sporen. Entscheidend 
dafür ist, daß bei den alten Sporen der Impuls zur Quellung durch Wasser - 
aufnalime sehr verzögert eintritt. Sobald die Quellung jedoch eingeleitet 
ist, verläuft sie mit großer Geschwindigkeit und führt bald zum äquatorialen 
Aufplatzen der Sporenmembi an und damit zum Ausschlüpfen des jungen 
Keimstäbchens. 

Die Nuclealpräparate, die Ausstriche von Material, das 0 bis 
6 Stunden lang bebrütet war, enthielten, zeigten untereinander die größte 
Übereinstimmung. Die Sporen hatten in dieser Zeit noch keine Größen- 
zunahme erfahren und zeigten im Innern das violett gefärbte Körnchen. 

Im 8 Stunden alten Material befanden sieh außer noch unveränderten 
Sporen manche, die durch Quellung eine deutliche Größenzunahme 
erfahren hatten; ungefärbt erwiesen sie sich als weniger stark licht- 
brechend als die noch nicht gequollenen Spoien. Die Nuelealreaktion 
hatte bei den gequollenen Sporen das gleiche Ergebnis wie bei den 
ungequollenen. 

Nach 10 Stunden waren ungequollene Sporen kaum mehr zu finden, 
dagegen konnten tiereits zahlreiche Keimstäbchen und auch einzelne 
verlassene SporenhüJlen l>eobaehtet werden. Diese Hüllen ließen zum 
Teil deutlich erkennen, daß die Keimung äquatorial ei folgt sein mußte. 
Nuclealpositive Substanz war an diesen S]>oienhüllen in keinem Fall 
mehr nachzuweisen. Daraus ergibt sich mit größter Eindeutigkeit, daß 
die bei den noch nicht ausgekeimten Sporen nachgewiesenen nucleal- 
positiven Körnchen im Sporeninner n lokalisiert sind und den jungen 
Stäbchen beim Auskeimen mit auf den Weg gegeben werden. 

Die jungen Keimstäbchen befinden sich bereits wieder im , .Zwei- 
körnchenstadium“. I)a die Spore nur ein nuclealirositives Körnchen 
enthält, muß die Körnchenteilurig sofor t wahrend der Keimung einsetzen. 

Niemals konnten im Nuclealprapaiat Keimst äl>chen, die gerade 
im Ausschlvpfen aus der Sporenhülle begriffen waren, festgestellt 
werden. Das Ausschlüpfen dürfte so schnell verlaufen, daß es nicht 
möglich ist, diesen Augenblick im fixierten Material zu erfassen. 

Weit oro Bakterien. 

Die mit Hilfe der Nuelealreaktion an diesem Bacillus gewonnenen 
Ergebnisse wurden an einem Stamm von J5oc. megaterium , der der 
Sammlung des Instituts angehörte, nachgeprüft. Dabei wurden über- 
einstimmende Bilder gewonnen. 
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In gleicher Weise wurden noch mehrere andere sporenbildende 
Bakterienarten untersucht. Dabei konnten bei allen Arten ebenfalls 
nuclealpositive Körnchen festgestellt werden. Sie zeigten in ihrer 
Anordnung innerhalb der Zelle und in ihrem Verhalten bei der Zell- 
teilung, der Sporenbildung und der Sporenkeimung die größte Über- 
einstimmung mit den vorhin beschriebenen Strukturen des Bacillus 
aus der Megaterium- Gruppe . 

Bac . subtilis: Im Nuclealpräparat einer 10 Stunden alten, also sehr 
jungen Kultur von Bac. subtilis zeigten die einzelnen Zellen Körnchen 

mit positiver Reaktion im un- 
gefärbten Plasma. Dabei 
konnte ebenfalls das „Zwei- 
kömchenstadium“ und das 
„Vierkörnchenstadium“ beob- 
achtet werden. Die Zellteilung 
erfolgt erst, wenn das „Vier- 
kömchenstadium“ eri eicht ist. 

Durch Ausmessen wurden 
für Bac. subtilis , gewachsen 
auf D-Agar, folgende Durch- 
schnittswerte gefunden: Brei- 
te: 0,73 [X, Lange: 2,7 p. im 
„Zweikörnchenstadium“, 5,1 (X 
im „Vierkömehenstadium“. 

Die nuclealpositiven Körnchen zeigen bei der Spoienbildung das 
gleiche Verhalten wie bei Bac. megaterium. In jeder Spore ist ebenfalls 



Abb. 4. Bacillus subtilis. Kultur 20 Standen alt. 
Fenlgen- Färbung. Vergr. 1710 mal. 




Abb. 5. Bacillus mycoides. Kultur Abb. 6. Bacillus mycoides. Kultur 

24 Stunden alt. A'eu/yen-Pirbung (Hydro- 5 Tage alt. Feu/pen-Färbung (Hydrolyse 

lyse bei 400 ). Vergr. 1710 mal. bei 40°). Vergr 1710 mal. 

ein violettes Körnchen sichtbar. Verlassene Sporenhüllen geben keine 
Nuclealreaktion. 

Die gleichen zytologischen Ergebnisse wurden ferner bei Bac. mesen- 
tericus fuscus , Bac. mycoides , Bac . EllenbacJiensis , Bac. robur und Bac. 
ruminatus erzielt. 
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Bei Bac. mycoides sind im Plasma stets Fetttröpfchen nachweisbar. 
Diese Fettbildung kann schließlich sc weit gehen, daß die Zelle dadurch 
weitgehend vakuolisiert wird. Unterzieht man diese Zellen der Nucleal- 
reaktion nach Hydrolyse bei zu hohen Temperaturen (s. Hydrolyse- 
wirkung S. 141), so ist das gesamte Plasma, mit Ausnahme der Fett- 
tröpfchen diffus gefärbt. Dadurch kann der Eindruck erweckt werden, 
es sei ein netzartiger „Kern“ vorhanden. Nach einer Hydrolyse bei 
40° dagegen konnten nuclealpositive Körnchen festgestellt werden, und 
zwar in jungen wie in sporulierenden Zellen . Die Anordnung der Körnchen 
und ihre Beziehung zur Zellteilung und Sporenbildung ist die gleiche 
wie bei den früher beschriebenen Bakterienarten. 

Endlich soll noch kurz erwähnt werden, daß auch bei Sarcinen die 
Nuclealsubstanz sich auf bestimmte Strukturen beschränkt. Jede 
Einzelkokke des paketähnlichen Zellverbandes enthält im Innern einen 
kleinen nuclealpositiven Bezirk ; das übrige Plasma gibt keine Nucleal- 
reaktion. Auch bei Azotobakter waren distinkte nuclealpositive Körnchen 
zu beobachten, deren Verhalten aber nicht näher verfolgt wurde. 

Einfluß der H ydrol ysebed i ngungen auf den Ausfall der Nuclealreaktion. 

Besondere Beachtung wurde der Frage geschenkt, ob sich im Fevlgen - 
Präparat bei Variation der Temperatur und Hydrolysedauer Unter- 
schiede hinsichtlich der Lokalisation der nuclealpositiven Substanz 
feststellen lassen. Es sollte also ermittelt werden, ob eine diffuse An- 
färbung der Zelle bei tatsächlich vorhandenem Zellkern möglicherweise 
als Kunstprodukt herbeigeführt werden kann. 

Aus diesem Grunde wurde zunächst als größeres kernhaltigesVer- 
gleichsobjekt die Epidermis der Zwiebel von AUium cepa gewählt. 

Die Zellen haben folgende Dimensionen: Breite 50 bis 60 y.. Lange 
150 bis 200 |z, Zellkern 15 jx. 

Die Gewebestücke wurden in Sublimatalkohol fixiert und darauf 
48 Stunden der Dimedon -Alkoholbehandlung ausgesetzt. Die Hydrolyse 
erfolgte bei 60, 80 und 95° C; dabei wurde die Dauer ebenfalls variiert, und 
zwar im Sinne des ran't Hoffnchen Gesetzes ( = Reaktionsbeschleunigung 
bei einer Temperatursteigerung von 10° auf das Zwei- bis Dreifache). Sie 
betrug für die drei Parallelen 12, 3 bzw. 1 Minute. 

Die Nuclealreaktion fiel bei den einzelnen Gewebestücken nicht 
gleichmäßig aus, sondern sie zeigte eine deutliche Abhängigkeit von 
der Temperatur der Hydrolyse. 

In dem bei 60° hydrolysierten Gewebe waren die Kerne intensiv 
violett gefärbt ; innerhalb der Kerne zeigten die Nucleolen keine Nucleal- 
reaktion. Ebenso blieb das gesamte Zytoplasma völlig ungefärbt. 

Nach einer Hydrolyse bei 80° erschienen im Kern auch die Nucleolen 
gefärbt. Außerdem zeigte auch das Zytoplasma eine schwache Violett- 
färbung. 


10 * 
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Nach einer Hydrolyse bei 95° endlich war die nuclealpositive Sub- 
stanz auf die gesamte Zolle verteilt. Der Zellkern — der auch im un- 
gefärbten Zustande gut sichtbar ist — unterschied sich vom Zyto- 
plasma nicht mehr durch stärkere Anfärbung. 

Die gleichen Ergebnisse ließen sich auch in den Zellen der Blumen- 
kronblätter von Amaryllis und Bettis perennis bei Variation der Tem- 
peratur der Hydrolyse feststellen. 

Anschließend wurden Hefe arten ( Burgunderhefe , Bäckerhefe) in 
gleicher Weise unter veränderten Hydrolysebedingungen untersucht. 

In diesem Zusammenhang sei zunächst auf Ergebnisse hingewiesen, 
die Imbenecki bei vier verschiedenen Hefe arten bei Anwendung der Feulgen - 
sehen Nuclealreaktion erzielte. Er fand bei größeren Anhäufungen nach 
einer Hydrolyse bei 60° makroskopisch positive Nuclealreaktion, konnte 
aber bei mikroskopischer Betrachtung in keinem Falle in den Zellen gefärbte 
Kerne beobachten. Infolgedessen wurde die Dauer der Hydrolyse (15 Mi- 
nuten) und die Temperatur (75°) gesteigert; auch hierdurch wurde der Kern 
nicht sichtbar. Imbenecki schließt aus diesem Verhalten, daß nicht die 
Methodik der Nuclealreaktion, sondern der Bestand der untersuchten 
Objekte für diesen negativen Ausfall verantwortlich sei. Die Hefekeme 
gäben infolge ihres geringen Umfanges eine so schwache Reaktion, daß die 
Anfärbung erst bei größeren Zellanhäufungen, nicht aber in der einzelnen 
Zelle sichtbar sei. 

In den eigenen Untersuchungen an Hefen ließ sich nach einer Hydro- 
lysetemperatur von 60° (10 Minuten) sehr oft eine deutliche Anfärbung 
des Kernes erzielen. Erfolgte die Hydrolyse dagegen bei 70° und höheren 
Temperaturen, dann ergab die gesamte Zelle eine diffuse Nuclealreaktion. 
Endlich wurde die Hydrolyse noch im Autoklaven bei 132° ausgeführt. 
Nach dieser Behandlung trat überhaupt keine Nuclealreaktion mehr ein. 
Vielmehr blieben die Zellen völlig ungefärbt. Dieser Befund läßt darauf 
schließen, daß durch die Einwirkung der hohen Temperatur das re- 
aktionsgebende Abbauprodukt der Thymonucleinsäure restlos zerstört 
ist. Daher ist schon aus diesem Grunde eine Flammenfixage — ab- 
gesehen von den strukturellen Veränderungen, die diese rohe Methode 
innerhalb der Zelle hervorrufen kann — für Nuclealpräparate ungeeignet. 

Da bei einer Hydrolysetemperatur von 60° die Hefe zellen bisweilen 
eine diffuse Nuclealreaktion zeigten, wurde schließlich noch eine größere 
Anzahl von Präparaten bei niedrigerer Temperatur, und zwar bei 40°, 
1 Stunde lang hydrolysiert. Nach Einwirkung der fuehsinschwefligen 
Säure trat dann der Zellkern stets sehr klar gefärbt hervor, während 
das Zytoplasma völlig ungefärbt blieb. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde für sämtliche untersuchten 
Bakterienarten, die ja erheblich kleinere Organismen darstellen als die 
eben beschriebenen Zellen, von der üblichen Hydrolysetemperatur, 
die 00° beträgt, abgewichen und bei 40° hydrolysiert. Die Dauer der 
Einwirkung wurde entsprechend heraufgesetzt. Sie betrug 00 Minuten. 
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Nach einer Hydrolyse bei 60° (8 bis 10 Minuten) zeigten die Bakterien- 
zellen — und zwar konnte diese Feststellung bei allen untersuchten 
Arten gemacht werden — meistens eine diffuse Nuclealreaktion des 
gesamten Protoplasten. Nur gelegentlich konnte unter diesen Hydrolyse- 
bedingungen eine Lokalisation der nuclealpositiven Substanz in be- 
stimmten Strukturen festgestellt werden. 

Wurde dagegen das gleiche Material anstatt bei 60° bei 40° hydro- 
lysiert, so war die Anzahl der Präparate, in denen sich die Nuclealreaktion 
auf bestimmte Strukturen innerhalb der Zelle beschränkte, erheblich 
größer. 

Hieraus geht klar hervor, daß durch eine Hydrolyse bei 40° eine 
Diffusion der nuclealpositiven Substanz auf die gesamte Zelle verhindert 
werden kann, so daß durch die nachfolgende Nuclealreaktion Strukturen 
sichtbar werden, die nach einer Hydrolyse bei 60° nicht dargestellt 
werden können. 

Es fragt sich nun, ob sich diese zytologischen Ergebnisse, die mit 
Hilfe der Nuclealreaktion gewonnen wurden, mit den bisher bekannten 
chemischen Eigenschaften der Thymonucleinsäure vereinbaren lassen. 

Die genuine Thymonucleinsäuie liegt in den Zellkernen als die 
gelatinier ende hochkolloidale a-Form vor. Es handelt sich dabei um 
ein Polymeres des nichtkolloiden Tetranucleotids, das man als 6-Form 
bezeichnet. Die polymer e a.-Form schließt adsorptiv eine variable 
Eiweißkomponente mit ein. 

Durch Eingriffe verschiedener Art kann die a-Form in die 6-Form 
überführt werden. 

Im natürlichen Zustande, im Zellkern, erfolgt dieser Übergang nach 
J?. Feulgen auf enzymatischem Wege, mittels der „Nucleogelase“. 

Künstlich kann eine Depolymerisierung der er- Thymonucleinsäuie 
ebenfalls fermentativ, und zwar durch Pankreatinum absolutum, das 
Nucleogelase enthält, herbeigeführt werden (Feulgen), 

Zellen der Epidermis von Allium cepa , Hefezellen und Bakterien , 
die 48 Stunden lang der Einwirkung einer 1 %igen Lösung von Pankrea- 
tinum absolutum 1 bei einem pH von 6,8 und einer Temperatur von 
37° ausgesetzt waren, zeigten nach dieser Behandlung stets nur eine 
diffuse Nuclealreaktion, obgleich die Hydrolyse bei 40° durchgeführt war. 

Ebenso wird durch Erwärmen mit Natronlauge, mit Salzlösungen 
und selbst mit Wasser eine Depolymerisierung der a-Thymonucleinsäure 
herbeigeführt. Erhitzen der trockenen Substanz wirkt im gleichen 
Sinne. Bei allen Versuchen, die Thymonucleinsäuie aus dem Organismus 

1 Pankreatinum absolutum der Firma Merck in Darmstadt. — .Der 
Enzymlösung waren einige Tropfen Toluol zugesetzt, um eine Infektion 
durch Bakterien zu verhindern. 
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zu isolieren, ist eine Desaggregierung der a-Form in die 6-Form nicht 
zu verhindern. 

Durch die Salzsäurehydrolyse werden von der Thymonucleinsäure, 
die aus vier Mononucleotiden (Ribodesoseguanylsäure, Ribodesose- 
adenylsäure, Ribodesosecytidylsäure, Thyminsäure) aufgebaut ist, 
Guanin und Adenin abgespalten und die Ribodesosen freigemacht, die 
mit der fuchsinschwefligen Säure positiv reagieren. Durch die Hydrolyse 
schlechthin braucht die Thymonucleinsäure nicht aus ihrer Eiweiß- 
bindung, also aus ihrer kolloidalen Form, freigelegt zu werden; vielmehr 
dürfte lediglich die Wärmewirkung die Depolymerisierung bewirken 
und eine Diffusion der nuclealpositiven Substanz aus ihrer ursprünglichen 
strukturellen Bindung auf die gesamte Zelle herbeiführen. 

Es ließe sich einwenden: wenn nach einer Hydrolyse bei 60° die 
Zellkerne in pflanzlichen und tierischen Geweben durch die Nucleal- 
reaktion einwandfrei nachweisbar sind, so müßte das für die Bakterien, 
falls dort die Thymonucleinsäure an morphologisch differenzierte Zell- 
bestandteile gebunden ist, unter gleichen Hydrolysebedingungen eben- 
falls möglich sein. 

Dieser Einwand ist jedoch nicht haltbar, denn zweifellos sind die 
Größenunterschiede, die zwischen den Zellkernen höherer Organismen 
und den in den Bakterien beobachteten Körnchen bestehen, von ent- 
scheidender Bedeutung für die Diffusion der nuclealpositiven Substanz. 

Bei Gegenüberstellung der Größen Verhältnisse des Zellkernes der 
Epidermis von Allium cepa, dessen Durchmesser 15 g. beträgt, und eines 
0,3 (x großen nuclealpositiven Körnchens der Bakterienzelle, ergeben sich, 
als Kugel berechnet, folgende relativen Werte : 

Die Durchmesser verhalten sich wie 50: 1, die Oberflächen daher wie 
31430: 12,58 = 2600 : 1 und die Volumina wie 523700: 4,19 = 125000 : 1. 

Aufs Volumen bezogen hat also das nuclealpositive Körnchen eine 
50 mal größere relative Oberfläche als der Zellkern von Allium cepa y eine 
Tatsache, die für die größere Labilität des Körnchens von besonderer 
Wichtigkeit ist. 

Verhalten der nuclealpositiven Substanz der Bakterien bei Kultur unter 
extremen Lehensbedingungen . 

In den folgenden Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob die 
Menge der nuclealpositiven Substanz und ihre Lokalisation innerhalb 
der Zelle in irgendeiner Weise von der Beschaffenheit des Nährbodens 
abhängig und durch Kultur der Bakterien unter extremen Lebens- 
bedingungen zu beeinflussen ist. 

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daß nach Pokrowskaja 
bei Bac. pestis bei saprophytischer Lebensweise eine Entmischung der 
Thymonucleinsäure zu einem „echten Kern“ eintreten soll, während die 
Zelle bei parasitischer Lebensweise eine diffuse Nuclealreaktion zeige. 
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Nach Pietschmann und Rippel soll Einwirkung von Magnesiumsulfat 
und von Lithiumchlorid bei Bac. mycoides Reizformen herbeiführen, die 
eine lokalisierte Nuclealreaktion zeigen. Die entmischten Formen hätten 
ihre Vermehrungsfähigkeit eingebüßt. 

Es war daher notwendig, die Zusammensetzung des Nährbodens 
in mehlfacher Hinsicht innerhalb weiter Grenzen zu variieren, um so zu 
entscheiden, ob die nuclealpositiven Strukturen als transitorische 
Gebilde — im Sinne eines Reservestoffes — oder vielleicht als gelegent- 
lich auftretende Entmischungserscheinungen oder aber als umwelt- 
stabile und kontinuierliche Zellbestandteile anzusprechen sind. 

Daher wurde im Nährboden die Menge an organischen Nährstoffen, 
der Salzgehalt und die Wasserstoffionenkonzentration variiert. 

1. Variation der organischen Nährstoffe. 

Das Verhalten von Bac. subtilis wurde auf folgenden 12 verschiedenen 
Nährböden vei folgt, die sich durch ihren Gehalt an Dextrose bzw. 
Pepton + Fleischextrakt voneinander unterschieden: 


Nährboden 

'I 1 ■ 

2 

s 1 

4 

[Jj 

6 

7 

8 9 1 

10 i 

' 11 1 

12 

Dextrose . . . 

. 11 1,5 

1,5 ; 

1,5 

1,5 

! 0,5 

0,5 

0,5 

0,5 1 0,1 

0.1 

0,1 1 

0,1 

Pepton . . . . 

. ij 12,0 

5,0 

1,2 

, 0,1 

12.0 

5,0i 

1,2 

0,1 12,0 

5,0 

1,2 i 

0,1 

Fleischextrakt . 

, 2,5 

1,5 

0,5 

0,1 

2,5 

1,5 

0,5 

0,1 1 2,5 

1,5 

0,5 

0,1 


K 2 HP0 4 0,5g, (NH 4 ) 2 S0 4 0,1 g, NaCl 0,2 g, Agar 1,5g, Aqua dest. 
zu 100 ccm; neutrale Reaktion. Die Kultur erfolgte in Pcfn- Schalen im 
Brutschrank bei 25°. 

In sämtlichen Platten stellte sich bald — allerdings verschieden 
starkes — Wachstum ein. Vor allem die Wuchsfoim der einzelnen Kulturen 
ließ deutlich eine Abhängigkeit von der Beschaffenheit des Nährbodens 
erkennen. 

Auffallend spärlich breitete sich der Bazillus auf den sehr peptonreichen 
Nährböden (12 % Pepton) aus. Dort bildeten sich kleine, dem Substrat 
dickau fliegende feste Kolonien. Bei den Plattenkulturen, die neben dem 
hohen Peptongehalt gleichzeitig noch 1,5 ° t) Dextrose enthielten, war die 
Entwicklung bereits nach 24 Stunden völlig zum Stillstand gekommen und 
keine Großenzunalime der Kolonien mehr festzustellen. Dieses kümmer- 
liche Wachstum ist darauf zurüekzuführen, daß die hohe Pepton- und Dex- 
trosekonzentration den Dampfdiuck des Substrates erniedrigt, gleichzeitig 
den osmotischen Druck steigert und somit der Ausbreitung der Bakterien 
entgegenwirkt. 

Schwaches Wachstum stellte sich feiner auf den nährstoffarmen Böden 
(Pepton 0,1 -f Dextrose 0,1 bzw. 0,5 %) ein; dort bildeten sich nur sehr 
winzige dünne Kolonien. Auf allen übrigen Nährböden dagegen kam es zu 
üppiger Entwicklung, so daß bald die ganze Oberfläche des Substrates von 
einer dichten Bakterienmasse bedeckt war. 

Auch die Form der Stäbchen war in den einzelnen Plattenkulturen 
recht verschieden. Auf den dextrosereichen Böden entwickelten sich lange 
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schlanke Stäbchen» während bei den niedrigeren Dextrosekonzentrationen 
kurze Zellen auftraten» 

Zur zytologischen Untersuchung wurden in bestimmten Zeit- 
abständen von sämtlichen Plattenkulturen Nucle&lpräparate hergestellt 
und miteinander verglichen. 

Mikroskopisch zeigten die Nuclealpräparate, die den einzelnen 
Kulturen entstammten, die bereits erwähnten Verschiedenheiten hin- 
sichtlich der Zellform der Bakterien. In bezug auf die Lokalisation 
der nuclealpositiven Substanz stellte sich bei allen Parallelen die größte 
Übereinstimmung heraus. Sowohl in Ausstrichen von sehr jungem wie 
von altem Material konnte festgestellt werden, daß der reaktionsgebende 
Stoff an bestimmte Strukturen gebunden ist, deren Größe, Anzahl 
und Anordnung innerhalb der Zelle durch den Nährstoffgehalt des 
Substrates nicht zu beeinflussen ist. Es kann sich daher bei den nucleal- 
gefärbten Gebilden nicht um irgendeinen Reservestoff „unbekannter 
Natur“ handeln. 

Zur Kontrolle wurde diese Versuchsreihe auf verschiedenen Nähr- 
böden auch mit Bac. mesentericus fuscus und Bac. megaterium durch- 
geführt. Auch hierbei erwies sich die Stabilität der nuclealpositiven 
Gebilde gegenüber dem Gehalt des Nährbodens an organischen Nähr- 
stoffen. 

2. Gehalt des Nährbodens an Salzen. 

Anschließend wurde auch die Konzentration der Salze im Nährboden 
variiert. Einem Peptonnährboden (1, 5 % Pepton -f- 0,05 % MgS0 4 -f 0,1 ° 0 
Na CI) wurden Phosphatgaben (K2HPO4) von 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 und 
1 % zugesetzt. 

In einem Parallelversuch wurde statt des Kaliumphosphates die Kon- 
zentration des Magnesiumsulfates (0,01, 0,05 und 0,2%) variiert. 

Als Versuchsobjekt diente Bac. subtilis. Die verschiedenen Salz- 
konzentrationen riefen keinen Unterschied in dem Ausfall der Nucleal- 
reaktion hervor; die von den verschiedenen Nährböden entnommenen 
Ausstriche zeigten völlige Übereinstimmung. 

3. Wasserstoffionenkonzentration des Substrates. 

In weiteren Versuchen sollte festgestellt werden, ob die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Nährbodens irgendeinen feststellbaren 
Einfluß auf den kolloidalen Zustand der Thymonucleinsäure innerhalb 
der Bakterienzelle und somit auf die Stabilität der nuclealpositiven 
Gebilde ausübt. 

Daher wurden Nährlösungen von verschiedenem p« angesetzt. Zu- 
nächst wurden Standardlösungen von 1 / u mol. primärem Kaliumphosphat 
(nach Sörenam) und 7 » mol. sekundärem Natriumphosphat 1 in wechselndem 

1 9,078 g KH 8 P0 4 bzw. 11,876 g NajHP0 4 in 1 Liter wässeriger 
Lösung. 
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Verhältnis gemischt und je 10 ccm dieser Puffermischungen, die sich durch 
ihre Wasserstoffionenkonzentration unterschieden, auf 100-ccm -Erlenmeyer- 
Kolben in folgender Weise verteilt: 


Kölbchen 

com 

sekundäres 

Phosphat 

ccm 

primäres 

Phosphat 

Pb 

Kölbchen 

ccm 

sekunderes 

Phosphat 

ccm 

primäres 

Phosphat 

PB 

1 

9,90 

0,10 

8,68 

4 

5,00 

ö,00 

; 6,8i 

2 

9,00 

1,00 

7,73 

5 

2,00 

8,00 

6,24 

3 

7,00 

3,00 

7,17 

6 

0,25 

9,75 

1 6,29 


Dann wurden jedem Kolben 10 ccm einer lackmusneutralen Nähr- 
lösung von: Pepton Witte 2,4%, Liebigs Fleischextrakt 1,2%, NaCl 0,3%, 
zugesetzt. Nach dem Sterilisieren wurde die Versuchsreihe (zwei Parallelen) 
mit Sporen von Bac. subtilis , die einer 100 Tage alten Kultur entstammten, 
beimpft und bei 25° bebrütet. 

Während in Kölbchen 1, das ziemlich alkalische Nährlösung enthielt, 
keine Entwicklung einsetzte, trat in den übrigen Kulturen bald Wachstum 
ein. Am üppigsten entwickelten sich die Bakterien in den physiologisch 
muren Nährlösungen 4, 5 und 6; dort bildete sich schließlich eine feste 
Kahmhaut an der Oberfläche der Flüssigkeit, während sich in Kölbchen 3 
eine zähe schleimige Bakterienmasse entwickelte. In Nährlösung 2 dagegen 
verursachten die Bakterien eine gleichmäßige milchige Trübung. 

Zur mikroskopischen Untersuchung wurden von sämtlichen 
Kulturen in bestimmten Zeitabständen (10, 15, 24, 36 Stunden) Aus- 
striche hergestellt und nuclealgefärbt. Dabei ließen sich keine zy to- 
logischen Unterschiede bei Ausstrichen gleichen Alters feststellen; 
die in alkalischer wie die in saurer Nährlösung gewachsenen Bakterien 
zeigten in gleicher Weise die nuclealgefärbten Strukturen, über deren 
Anordnung innerhalb der Zelle bereits im Vorhergehenden be- 
richtet ist. 

Eine weitere Versuchsreihe unter gleichen Bedingungen mit Bac. 
mesentericus fuscus führte ebenfalls zu der Feststellung, daß auch bei 
diesem Bazillus die nuclealgefärbten Strukturen nicht durch die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Substrates zu beeinflussen sind. 

Die Temperatur , bei der die Bakterien gewachsen sind, übt ebenfalls 
keinen Einfluß auf Menge und Lokalisation der nuclealpositiven Sub- 
stanz aus, wie bei Kultur unter extremen Bedingungen (10 bis 37° C) 
festgestellt werden konnte. 

Auch die Einwirkung von Tageslicht auf die Kulturen spielt für den 
Ausfall der Nuclealreaktion keine Rolle. 

Rückblick. 

Die Untersuchungen haben ergeben, daß in der Bakterienzelle 
in allen Entwicklungsstadien die positive Fetzen-Reaktion gebende 
Substanz nicht wahllos auf das gesamte Plasma verteilt, sondern an 
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morphologisch differenzierte Gebilde gebunden ist. Diese Gebilde sind 
bei Kultur der Bakterien unter extremen Lebensbedingungen in ihrer 
Zahl und Anordnung innerhalb der Zelle nicht zu beeinflussen: sie 
scheinen also kontinuierliche Zellbestandteile zu sein. Auffallend ist 
vor allem ihr gesetzmäßiges Verhalten bei der Zellteilung und bei der 
Sporenbildung. Alle diese Beobachtungen würden für die Kernnatur 
dieser Körnchen sprechen oder dieser Auffassung zum mindesten nicht 
widersprechen. 

Indessen ist nicht zu verkennen, daß wesentliche Kriterien, die bei 
höheren Organismen die Kernnatur sicherstellen (Aufteilung in Chromo- 
somen usw.) bei unseren Mikroorganismen fehlen bzw. nicht beobachtet 
werden können. Zudem können sekundäre Erscheinungen hinzukommen, 
wie es etwa beim Festhalten des Fuchsins durch Membranen der Fall ist 
(Feulgen ) ; bei der Kleinheit unserer Objekte ist es aber kaum möglich, 
eine sichere Entscheidung über den Farbton zu treffen und gegebenen- 
falls daran die erwähnte Erscheinung zu erkennen. Endlich wissen 
wir auch nicht, ob nicht noch andere Stoffe bei der Hydrolyse Aldehyde 
abspalten und die Fed^en-Reaktion Vortäuschen. Gerade das Vor- 
kommen zahlreicher Stoffe bei Mikroorganismen, die sich bei höheren 
Pflanzen nicht finden, muß in dieser Hinsicht zu einiger Vorsicht 
mahnen 1 . 

Was nun das diffuse Auftreten der Feulgen - Reaktion betrifft, 
so deuten meine Untersuchungen darauf hin, daß es sich um ein Kunst- 
produkt handeln könnte, das man durch Hydrolyse bei höherer Tem- 
peratur nicht nur bei unseren Objekten, sondern auch bei Hefen und 
höheren Pflanzen erzielen kann. Auch hier sind indessen sekundäre 
Erscheinungen infolge des tiefergehenden Eingriffes nicht ganz aus- 
geschlossen. Insbesondere war es mir nicht möglich, bei den Bak- 
terien genau festzustellen, ob tatsächlich ein Abfließen der nucleal- 
positiven Substanz aus den ,, Kernen“ in das Zytoplasma stattfindet, 
sondern die Erscheinung konnte lediglich im Endeffekt festgestellt 
werden. 

Aus all diesen Gründen, die im einzelnen hier nicht weiter aus- 
einandergesetzt zu werden brauchen, da es sich um eine Reihe zwar 
möglicher aber unbekannter Faktoren handelt, ist die vorliegende 
Darstellung in erster Linie als Sammlung von Tatsachenmaterial auf- 
zufassen. Ein endgültiges Urteil darüber, ob es sich bei den beob- 
achteten Gebilden tatsächlich um Kerne handelt, wird sich erst dann 
abgeben lassen, wenn einerseits noch weitere Objekte herangezogen, 

1 Hinsichtlich der Arbeit von Milovidov vgl. man die Anmerkung 1 
S. 126. 
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andererseits noch weitere Kriterien für eine Kemnatur beigebracht 
werden, und endlich mögliche Fehlerquellen genauer erkannt werden 
können. 

Zusammenfassung. 

1. Sämtliche untersuchten Bakterienarten — außer dem Bacillus 
der Megaierium-Grvpjye : Bac. megaterium, Bac . mesentericus fuscus , Bac. 
mycoides, Bac . subtüis, Bac. EUenbachensis , Bac. robur , Bac. ruminatus, 
Sarcinen , Azotobacter — geben in jedem Entwicklungsstadium nach 
vorheriger Hydrolyse eine positive Nuclealreaktion. Ohne Hydrolyse 
tritt (nach Dimedon-Alkoholbehandlung) keine Reaktion ein. 

2. Was die Lokalisation der Nuclealsubstanz anbetrifft, so kann 
man sowohl diffus angefärbte Zellen, als auch Zellen beobachten, in 
denen die Nuclealreaktion auf ganz bestimmte Strukturen innerhalb 
des Plasmas beschränkt ist. 

3. Die diffuse Anfärbung der gesamten Zelle kann als Kunst- 
produkt durch die Einwirkung der Hydrolyse (bei einer Temperatur 
von 60°) herbeigeführt werden. Hydrolysiert man bei niedrigeren 
Temperaturen (40°), so läßt sich die Diffusion der nuclealpositiven 
Substanz auf die gesamte Zelle aus ihrer ursprünglichen strukturellen 
Bindung verhindern. 

4. Es konnte festgestellt werden, daß die nuclealpositiven Struk- 
turen nicht als Sporenanlagen, als Reservestoffe (Nährbodenvariation), 
als Entmischungserscheinungen (infolge von Reizwirkung) und auch 
nicht als Plasmolyseerscheinungen aufzufassen sind. 

5. Zahl und Anordnung der nuclealpositiven Strukturen innerhalb 
der Zelle zeigen bei den sporenbildenden Bakterien eine gesetzmäßige 
Beziehung zur Zellteilung und zur Sporenbildung. Die Sporen enthalten 
ein nuclealpositives Körnchen, die vegetativen Stäbchen, und zwar 
schon die jüngsten Stadien, zwei bis vier Körnchen. Sobald sich 
die vegetativen Zellen im , , Vier körnchen st adium ‘ * befinden, erfolgt 
Zellteilung; dadurch ist das ,, Zweikömehenstadium“ wieder hergestellt. 
Die Kömehenteilung geht der Zellteilung stets um eine Generation 
voraus. Bei der Sporenbildung wird der Spore ein nuclealpositives 
Körnchen mitgegeben. Das zweite Körnchen, das sich gleichzeitig 
in der Mutterzelle befindet, geht nach dem Freiwerden der Spore mit 
dem Mutterzellrest zugrunde. 

6. Da die nuclealpositiven Körnchen allem Anscheine nach konti- 
nuierliche Zellbestandteile sind, die ein gesetzmäßiges Verhalten bei 
der Zellteilung und bei der Sporenbildung zeigen, so spricht vieles für 
ihre Kemnatur. Es kommen jedoch eine ganze Reihe von Möglichkeiten 
hinzu, die zu Vorsicht in der Deutung mahnen und jedenfalls eine end- 
gültige Entscheidung noch nicht ermöglichen. 

Archiv für Mikrobiologie. Bii. 8. U 
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(Department of Bacteriology Iowa State College, Ames.) 

Carboligatic actirity of Escherichia coli 1 . 

By 

H. Reynolds and C. H. Werkinan. 

(Eingegangen am 17. März 1937.) 

The formation of acetylmethylcarbinol from glucose by bacteria of 
the genus Aerobacter has proved to be of distinct value in differentiating 
the genus from Escherichia. The reliability of the Vogte- Proskautr test 
in differentiating the colon and aerogenee sections has never been questio- 
ned and it is of interest in connection with the work to be reported that 
organisms of the coli section which are regularly Vogte- Proskauer 
negative are shown to possess the earboligatic mechanism which is 
responsible for the formation of acetylmethylcarbinol. However, 
under the usual eonditions of culturing, the carboligase svstem does 
not function. 

Certain organisms not forming the carbinol under normal con- 
ditions are known to do so in a properly adjusted enviionment. Thus, 
it« formation bv yeasts in a medium containing both glucose and acet- 
aldehyde has been demonstrated by Ncuberg and Simon (1925). Kluyver 
and Donker (1924) have reported the formation of acetylmethylcarbinol 
by yeasts and true lactic acid bacteriu from glucose. These findings 
support the theory explaining foi mation of the carbinol by condensation 
of intermediatelv formed aldehyde. The exact eonditions responsible 
for condensation of the aldehyde to acetylmethylcarbinol are not known. 
Usuallv the aldehyde is redueed to ethvl alcohol or oxidized to acetic 
acid. An organism may possess the earboligatic System and yet not 
form acetylmethylcarbinol because of an effective oxidizing or reducing 
action on the aldehyde; when this action is blocked the carboligase may 
have an opportunity to form acetylmethylcarbinol by condensation of 
aldehyde. The addition, for example, of a strong hydrogen acceptor 
may prevent reduction of the aldehyde to ethyl alcohol and favor its 
conversion to acetylmethylcarbinol. 

In connection with results to be reported heie, it will be interesting 
to note that Kluyver and Donker (1926) reported that Escherichia coli 

1 Supported by Industrial Science Kesearch funds of Iowa State 
College. 
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in a suitably buffered medium converted intermediately formed acet- 
aldehyde, in part, to acetylmethylcarbinol. In a later Statement they 
observed that the former finding was based on one apparently suocessful 
result which they were subsequently unable to confirm (cf. Ruchhoft 
et. al. 1931, footnote, page 135). 


Experimental. 

While investigating the effect of oxygen on the dissimilation of 
glucose by Esch, coli , it was observed that neutral distillates from 
the fermentation liquor consistently gave strongly positive acetyl- 
methylcarbinol reactions when tested according to the method of 
O’Meara (1931). The glucose-peptone medium had been buffered with 
sodium bicarbonate and inoculated with Esch, coli number 26 of the 
American Type Culture Collection. 

To determine whether the above result s were dependent upon a for- 
tuitous choice of culture, a number of otlier strains of Esch . coli were tested 
in the presence of oxygen. Fermentation« were conductod in 2-liter flasks 
containing one liter of medium with 2.0 ° () glucose, 0.1 dibasic potassium 
phosphate, and 2.0 ° 0 sodium bicarbonate. Details for preparing the bi- 
carbonate glucose medium have been described previously (Re'ynolds and 
Werkman , 1937). Flasks for aeration were provided with a tube the lower 
end of which was fitted tightly into a small (one incli square) basswood 
block. The air forced through the pores of the block, entered the fermenting 
medium as a fine spray providing efficient aeration. Anaerobic and aerated 
fermentations were conducted in duplicate; samples were withdrawn at 
24 hour intervals and tested for acetylmethylcarbinol by O'Meara* s method. 
Tests were made both on the medium and on the first 10 ccm of distillate 
obtained from 100 ccm of medium. Esch, coli cultures number 4163 , 4265, 
4348, 4349, 4656, and 4692 of the American Type Culture Collection 
were used. Incubation was at 37° C. All cultures were examined for 
purity microscopically and by plating before and af ter completion of 
fermentation. 

In 48 hours all of the aerated fermentations yielded distillates 
giving definitely positive Voges-Proskauer reactions. The same test on 
the fermented liquor was negative. Düring succeeding days, Voges- 
Proskauer tests on the distillates became increasingly strong. At the 
end of six days the concentration of acetylmethylcarbinol in the six 
aerated fermentations was sufficiently high to give distinctly positive 
tests on the liquor without distilling. The anaerobic Controls were 
uniformly negative. 

Portions of liquor from the aerated flasks, oxidized with ferric 
chloride and distilled into a buffered mixture of nickel chloride and 
hydroxylamine hydrochloride according to the method of van Niel (1927) 
gave red precipitates of nickel dimethylglyoximate. 
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Evidence indicates that organisms forming acetylmethylcarbmol 
can generaDy reduce it to 2, 3-butylene glycol. 

Data have been presented by Walpole (1911) and by Reynolds and Werk- 
man (1937) indicating that the carbinol is a precursor of the glycol. Nevberg 
and Kobel (1925) and Nagelschmidt (1927) have demonstrated the reduction 
of acetylmethylcarbmol by fermenting yeasts , Hammer et . al. (1935) its re- 
duction by citric acid fermenting Streptococci . 

Pain (1926) and Williams and Morrow (1928) have reported the 
destruction of acetylmethylcarbmol by certain members of the methyl-red 
positive section of the colon-aerogenes group. The latter investigators con- 
cluded that the carbinol served an an accessory source of carbon. In view 
of the previous discussion it appeared probable that this disappearance of 
the carbinol was due to its reduction to 2, 3-butylene glycol and not to its 
use as a source of carbon. 

Media containing acetylmethylcarbinol and glucose were fermented 
by Esch . coli , culture 26. After incubating six days at 37° C. complete 
analyses were made of the fermented liquors. Fermentation» were 
conduoted anaerobically in one liter flasks containing one liter of medium. 
For details of technique see Reynolds and Werkman (1937). The 2, 3- 
hutylene glycol was identified as described by Kluyver , Dorther and 
Visser H Hooft (1925). Typioal results are shown in Table 1, p. 152. 
Glucose and acetylmethylcarbinol fermented and products formed are 
reported as millimoles }>er liter. 

The results confirm the previously reported ability of Esch, coli 
to cause the disappearance of acetylmethylcarbinol in the presence of 
a sugar fermentation. Since the utilized carbinol is accounted for as 
2, 3-butylene glycol, it is apparent that disappearance of the carbinol 
is the result of its reduction rat her than utilization as a source of carbon. 
Though only a small portion of the available carbinol was reduced, 
considerable quantities of gaseous hvdrogen were evolved. It is of 
interest that in the presence of added carbinol, less hydrogen was 
evolved than witli the control (glucose alone), but decreases in hydrogen 
were accompanied by similar decreases in carbon dioxide so that in all 
three fermentation s, the two gases appeared in approximately equivalent 
molar quantities. Apparently the hydrogen resulting from the de- 
carboxvlation of formic acid is not activated for reduction of acetyl- 
methylcarbinol under these conditions. 

The most significant change in ratio in the presence of added 
acetylmethylcarbinol is that of ethyl alcohol to acetic acid. From the 
fermentation of glucose alone, ethyl alcohol is formed in somewhat 
greater quantity than acetic acid. The converse was true in the presence 
of carbinol. The results indicate that the same source of hydrogen 
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acting to reduce intermediate acetaldehyde to 
ethyl alcohol is capable of reducing acetvl- 
methylcarbinol to 2, 3-butylene glycol. 

Summary. 

The formation of acetylmethylcarbinol 
from glucose by Esch, coli in vigorously aerated 
media constitutes additional proof of the inter- 
mediate formation of acetaldehyde in that fer- 
mentation. Interference of an accessory hy- 
drogen agceptor (oxygen) preventing immediate 
reduction of the aldehyde results in its accu- 
mulation and condensation. Esch . coli in com- 
mon with many other organisms possesses the 
carboligase System. 

In the presence of glucose, Esch, coli can 
reduce small quantities of acetylmethylcarbinol 
to 2, 3-butylene glycol. 
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Zytologisehe und mikrochemische Untersuchungen 
an koprophilen Ascomyceten. 

Von 

Georg Schweizer, Hohenheim (Wttbg.). 

Mit 15 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 11. April 1937.) 

Vorliegende Abhandlung ißt aus Notizen hervorgegangen, die ich 
seit Jahren für meine persönlichen Zwecke an Hand von mikroskopischen 
Untersuchungen, namentlich über die Entwicklungsgeschichte von 
koprophilen Pilzen, vorwiegend A&comyceten, gesammelt habe. Es 
sind Fragen, die im Laufe der Zeit in Dissertationen und anderen Ver- 
öffentlichungen wohl immer wieder angeschnitten, doch bis jetzt, 
vielleicht auch infolge der Schwierigkeit der Objekte, nie ganz klar 
beantwortet wurden. 

a) Querwandporen Im Arehikarp. 

So ist die Frage nach dem Vorhandensein von Querwandporen in 
den Archikarpzellen von Ascomyceten vor der Kernwanderung in die 
ascogenen Hyphen wohl entschieden, dagegen ist der Zeitpunkt der 
Querwandporenentstehung noch strittig. 

Man findet oft in der Literatur Angaben w r ie: „Die Querwände des 
Archikarps wind durchbrochen“, seltener: „Jede Querwand ist von Anfang 
an von einem zentralen Porus durchbrochen“, wie dies Delitzsch (7) vom 
Arehikarp von Ijasiobolus pulcherrimus Crouan sagt. Kurz, Querwand - 
poren wurden m den Archikarpien der meisten Ascomyceten vorgefimden, 
die bis jetzt untersucht wurden (10, 23). Ich sagte eben: „in den Archi- 
karpien der meisten Ascomyceten“, denn m denjenigen Archikarpien, in 
denen bis jetzt keine Kernwanderung aus den Nachbarzellen in die ascogene 
Zelle festgestellt werden konnten, hatte man auch keine Querwandporen 
gefunden. Die bisher untersuchten Objekte l>edürfen indessen der Nach- 
prüfung, zumal auch von Delitzsch (7) spater bei Lasiobolus pulcherri mm und 
Hnmaria anceps Querw r and|>oron im Arehikarp aufgefunden wurden, 
trotzdem nach ihm l>ei lieiden Pilzen keine Kernwanderung aus den Nachbar- 
zellen des Arehikarps in die ascogene Zelle statt findet. Nach Dangeard (6) 
und Delitzsch (7) aller bilden die Querwandporen im Arehikarp von Asco- 
myceten keine spezifische Einrichtung fiir die Kemwanderung, sondern 
dienen wohl in erster Linie dem Stoffaustausch. Gerade die auseinander- 
gehenden Befunde einiger Autoren, einerseits die Feststellung von Quer- 
wandporen, andererseits wieder die Nichtauffindung solcher im Arehikarp 
ein und desselben Objekts, gel>en zu Betlenken Anlaß. Es liegt mir fern, 
etwa eine Polemik her auf beschwören oder etwa die Verdienste des einen 
oder anderen Autors auf diesem Gebiete schmälern zu wollen. Ist doch 
schon das Sexualproblem bzw. der Kemphasenwechsel mit den dabei mit- 
sprechenden Umständen bei den Ascomyceten innerhalb 25 Jahren mehr 
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oder weniger stark umstritten worden. In vorliegender Abhandlung näher 
auf das Sexualproblem selbst einzugehen, war auch von vornherein nicht 
meine Absicht. 

Zu den oft stark voneinander abweichenden Untersuchungsergebnissen 
bei ein und demselben Objekt trägt, was ohne weiteres zugegeben werden 
muß, sein komplizierter Bau bei, der meistens ohne Herstellung von Mikro- 
tomschnitten nicht eingehend untersucht werden kann, und der den Morpho- 
logen und Zytologen vor schwierige Aufgaben stellt. Aber das sollte gerade 
zu größter Zurückhaltung in der Deutung nicht ganz einwandfreier Präparate 
veranlassen und nicht zum starren Festhalten an Meinungen verleiten, die 
mit zuverlässig ermittelten Tatsachen nicht mehr in Einklang zu bringen 
sind. Die Feststellung von Querwandporen, sowohl in den Archikarpien 
als auch in den vegetativen Hyphen, erfordert eine scharfe Beobachtung. 
Die Unstimmigkeiten im Befund über das Vorhandensein von Querwand - 
poren im Archikarp und in den Mycelfäden bei ein und demselben Pilz 
rühren meines Erachtens auch oft mit daher, daß in den meisten Fällen nicht 
das Stadium der ontogenetischen Entwicklung des Fruchtkörpers oder das 
Alter des Mycels angegeben wird, sondern daß einfach beispielsweise, wie 
oben bereits angedeutet, gesagt wird: „Die Querwände des Archikarps oder 
Ascogons und der vegetativen Hyphen sind durchbrochen.“ Zu dem Schluß, 
daß es notwendig ist, diese Angaben genauer zu fassen, kam ich auf Grund 
von Nachprüfungen mehrerer schon früher von verschiedener Seite unter- 
suchter Ascomyceten. Es dreht sich hier meist um „apogame“, besser 
gesagt „apandrische“ Formen 1 . Es berührte mich nämlich immer etwas 
imangenehm, bis jetzt gewisse Befunde anderer Autoren nicht mit Bestimmt- 
heit bestätigen zu können, namentlich solche, die sich auf die Querwand - 
poren im Mycel und Archikarp beziehen. In erster Linie richtete sich aber 
das Mißtrauen gegen mich selbst und konnte nur durch Nachprüfimg der 
mir strittig erscheinenden Objekte beseitigt werden. Im Verfolg der Unter- 
suchungen mußte ich zu meinem Erstaunen oft feststellen, daß ich z. B. bei 
A8cophanu8 cameus (22) und anderen Pilzen das eine Mal, wenn auch nicht 
überall, Querwandporen in den vegetativen Hyphen vorfand, das andere 
Mal wieder überhaupt keine. Bestünden Querwandporen von Anfang an, 
also schon kurz nach der Sporenkeimung des Mycels, so müßte ich sie 
doch bei jeder mikroskopischen Myceluntersuchung gefunden haben, was 
aber nicht der Fall war. Ähnliche Feststellungen konnte ich an den Archi- 
karpien verschiedener anderer Ascomyceten machen, und ich will an erster 
Stelle diese Beobachtungen an Hand von Ergebnissen besprechen, welche 
die Nachuntersuchungen einiger Ascomyceten bis jetzt gezeitigt haben. 

Schon 1923 habe ich (15) bei Ascobolus citrinus nov . spec., einer 
apandrischen (apogamen) Form festgestellt, daß die Querwandporen 
im Archikarp — auf die Kernverhältnisse will ich hier und in der Folge 
nicht eingehen — erst nach völliger Ausbildung desselben zur soge- 
nannten Woronin sehen Hyphe entstehen. Für Ascobolus furfuraceus 
Per 8, habe ich genau den Zeitpunkt angegeben, zu dem die Wand- 

1 Kniep hält den Ausdruck „apogara“, der häufig für diese Art von 
Pilzen angewendet wird, für eigentlich verkehrt. Es ist besser, den Ausdruck 
„apandrisch“ dafür zu setzen, denn die Karyogamie im Asous ist ein „echter 
Sexualakt“. 
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durchbrechungen im Arcbikarp entstehen (18), nämlich sobald an der 
Basis der Archikarpien Hüllhyphen auszusprossen beginnen (18, Abb. 2 c). 
Auch habe ich seinerzeit gesagt, daß der Porenbildung eine linsen- oder 
diskusförmige Quellung der Querwandmitten vorangeht, die sich in 
frischen, unfixierten Objekten mit Korallinsoda leuchtend rot färbt, 
während die übrigen Zellmembranen ungefärbt bleiben. Auch auf 
die Blaufärbung dieser Quellstellen durch Jod habe ich aufmerksam 
gemacht. Die gleichen Beobachtungen konnte ich bei der Nachunter- 
suchung an den Archikarpien von Ascobolus immersus Per 8 . (14), 
Ascophanus carneus (4, 14) und Uumaria granulata Qutt. (2) sowie 


Ascobolus citrinu8 nov. spec. Schw. 
machen. Von letztgenanntem folgt 
hier eine Abbildung aus den Nach- 
untersuchungsergebnissen (Abb. 1 ). 

Beim Vergleich dieser Abbil- 
dung mit der von Ascobolus für - 
furaceus in einer früheren Arbeit 
(18, Abb. 1 u. 2, 8. 17 u. 18) fällt 
ohne weiteres auf, daß die Archi- 
karpbildung bei Ascobolus citrinus 
und A . furfuraceus auf die gleiche 
Weise vor sich geht . Es entstehen 
am Mycel knollenförmige Aus- 
wüchse (Abb. 1 a), die rasch zu ge- 
krümmten Keulen heranwachsen, 
und in denen allmählich Querwände 
ausgebildet werden(Abb.l b). Die 
Querwände besitzen aber keine 
Wanddurchbrechungen , Reibst 
nicht sofort nach vollständiger Aus- 
bildung des Archikarps (Abb. 1 c), 
das bei beiden Pilzen eine so- 



Abb 1 AßroOo/us cttrinu $ not' sptr. Schw. 
a) und I») Entwicklung des Archikarps aus 
vegetathen Hyphen. 

c) Archikarp (sogen, irprontnsche H\phe) 
vollständig entwickelt, aber noch ohne 
Querw anddurchbrechungen. Höllhyphen 
erst Im Entstehen begriffen. Vergr. 
375 mal (Nähere Erklärung im Text.) 


genannte iroronmsche Hyphe darstellt. Die Archikarpien von Asco - 
phanus carneus (4, 14), A . immersus (14) sowie von Humaria granu- 
lata (2) entstehen auf dieselbe Weise wie diejenigen von Ascobolus 
furfuraceus und A. citrinus , nämlich ebenfalls aus knollenförmigen 
Mycelauswüchsen, wenn auch nicht alle Archikarpien der genannten Pilze 
nach völliger Ausbildung gleichgestaltet sind und die typische Woronin- 
sche Hyphe bilden. Da diese Archikarpienform genügend bekannt ist 
und vermutlich noch bei vielen bisher nicht untersuchten Ascomyceten 
aufzufinden sein wird, dürfte die Abb. 1 als Beispiel zur Orientierung 
genügen. Dagegen dürfte infolge der etwas abweichenden Form eine 
Abbildung über die Entwicklung des Archikarps von Humaria granulata 
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Quä. aus dem Mycel erwünscht sein (Abb. 2). Sie stimmt mit allen 
anderen in dieser Abhandlung besprochenen Ascomyceten überein, indem 
das Archikarp wieder aus knollenförmigen Myoelauswüchsen hervorgeht 
(Abb. 2 a, 2 b, 2 c), und, wie wir im folgenden sehen werden, ihnen auch 
bezüglich der Querwandporenbildung gleicht. Parallel der allmählichen 
Ausbildung des Archikarps, das aus fünf bis sechs kurzen Zellen besteht, 
die nach dem Ende zu immer breiter werden (Abb. 2), geht auch die 
Querwandbildung in ihm vor sich. Ebenso ist es bei der Entwicklung 
des Archikarps von Ascobolus furfuraceus und A. citrinus. Die Endzeile 
des Archikarps von Humaria granulata ist groß und kugelig. Quer- 
wandporen sind bis zur völligen Ausbildung des Archikarps nicht vor- 
handen (Abb. 2 a bis 2e). Sie entstehen auch wieder wie bei Ascobolus 
furfuraceus und citrinus zu einem ganz bestimmten Zeitpunkt. Der 
Entstehung der Wanddurchbrechungen geht wieder eine Anschwellung 



Abb. 2. Humana granulata Qvfl. 
a) bla f) Entwicklung des Archikarps au» dem Mycel. 

f) Archikarp vollständig entwickelt, aber noch ohne Querwanddurchbreehungen, Hüllhyphen erst 
im Entstehen begriffen. Vergr. 260 mal 


der Querwandmitten im Archikarp voraus. Man kann den Beginn der 
Veränderung an den Querwänden schon bei Stadien beobachten, wie 
sie Abb. 2e wiedergibt. Hier werden die Querwände durch Jodjod- 
kaliumlösung schwach blau gefärbt. Die Bläuung ist in der Mitte der 
Querwände besonders stark (in Abb. 2e durch leichte Punktierung 
angedeutet). Durch Korallinsoda werden die gequollenen Archikarp- 
wände schwach gerötet. 

Um diese Erscheinungen einwandfrei foststellen zu können, sind die 
Reaktionen an mehreren Objekten vorzunehmon. Es steht uns hier ge- 
nügend Untersuchungsmaterial zur Verfügung, wenn wir, was die Kultur 
anbelangt, nach der Muliseidenmethode arbeiten (16). 

Am deutlichsten treten diese Färbungen an Archikarpien hervor, 
bei denen schon die ersten Hüllhyphen zu erkennen sind, die bei Huma- 
ria granulata aus den beiden Basalzellen (Stielzellen) des Archikarps 
hervorsprossen (Abb. 2f). Die Korallinsoda- und Jodfärbung ist auf 
die Mitten der Querwände beschränkt. Auch sind die gefärbten Quer- 
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wandzentren linsenförmig auf gequollen (in Abb. 2f ebenfalls durch 
Punktierung angedeutet). Querwandporen sind aber noch nicht fest- 
zustellen. Sie werden erst allmählich gebildet, indem sich die gequollenen 
Membranstellen auflösen, und man kann die entstandenen Poren 
mitunter an Quetschpräparaten ganz junger Fruchtkörperchen, bei 
denen der Hüllhyphenmantel noch nicht vollständig ausgebildet ist, un- 
mittelbar feststellen, in der Folge aber besser an Mikrotomschnitten. 
Zur Färbung der Zellwände eignet sich die Tannin- Eisenchloridmethode 
sehr gut (15). Auch die Membranimprägnation mit Silber, wie sie von 
Delitzsch (6) beschrieben ist, leistet gute Dienste zur leichteren Sichtbar- 
machung der Poren. 

Vor einer Methode, so gut sie vielleicht für andere Zwecke ist, 
muß ich aber dringend warnen, nämlich davor, zwecks Feststellung 
von Querwandporen den Zellinhalt durch verdauende Fermente zu 
lösen, wie es Delitzsch (7) in bester Absicht getan und beschrieben hat. 
Während des Verlaufs meiner Untersuchungen hat sich ergeben, daß 
diese Methode, wie wir gleich sehen werden, unbedingt zu Trugschlüssen 
führen muß, auch wenn die Objekte vorher in Alkohol oder Formalin 
gehärtet wurden. 

Die Bildung der Querwandporen scheint unter dem Einfluß zell- 
wandlösender Fermente vor sich zu gehen, durch die zuerst die Wan- 
dungen in der Mitte eine chemische Veränderung und Quellung er- 
fahren. (Daher vielleicht die intensive Blaufärbung der Querwand- 
mitten mit Jod, die wir auch oft an der Spitze annähernd reifer Asci 
vieler Pilze feststellen können, an der Stelle, wo beim Abschleudern der 
Sporen ebenfalls eine Wanddurchbrechung durch Platzen der Membran 
oder auch durch Absprengen eines Deckels entsteht). In diesem Zustand 
sind die besprochenen, gequollenen Wandstellen schon durch peptische 
Fermente verdauungsfahig, wahrend die übrigen Zellwände unan- 
gegriffen bleiben. Man findet als* mittels der Verdauungsmethode 
in Archikarpien, die bezüglich des Entwicklungsstadiums etwa den 
Abb. 1 1 \ 2e und 2f entsprechen, bei darauf folgender mikroskopischer 
Prüfung Wanddurchbrechungen, wo in der Tat noch keine vor- 
handen, sondern nur die Vorbedingungen zu ihrer Bildung gegeben 
sind (Quellung und chemische Veränderung der Membranmitten). Zum 
gleichen Befund gelangt man, wenn man die Verdauungsmethode zur 
Feststellung der Querwandporen im Mycel anwendet, worauf im folgen- 
den noch näher eingegangen wird. Wir sehen also aus Vorhergehendem, 
daß bei Ascobo/us jurfuraceus , A.citrinus und A. strobclinus (17) sowie 
bei Humana granulata die Querwandporen im Archik&rp erst nach 
vollständiger Ausbildung der Archikarpien entstehen, und zwar etwa 
gleichzeitig mit der Ausbildung des Hüllhyphenmantels. Man kann 
also hier ganz bestimmt nicht sagen, daß die Quörwandporen in den 
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Archikarpien „von Anfang“ an vorhanden sind. Logischerweise müssen 
doch zuerst die Archikarpien und ihre Querwände alle vorhanden 
sein, bevor wir von deren Wanddurchbrechungen sprechen können; 
denn die Archikarpien und deren Querwände werden, wie wir verfolgen 
können, erst allmählich aus knollenförmigen Mycelauswüchsen ge- 
bildet, wenn auch die endgültige Form der Archikarpien nicht bei 
allen Pilzen dieser und verwandter Gattungen gleich ist. Es fragt sich 
nun, für welches Entwicklungsstadium des Archikarps von Humaria 
anceps var. aurantiaca z. B. Delitzsch (7), dessen Arbeiten ich teilweise 
die Anregung zu vorliegenden Untersuchungen verdanke, den Aus- 
druck: „Die Querwandporen sind von Anfang an vorhanden“ geprägt 
hat. Meines Erachtens bezeichnet Delitzsch das der Form nach völlig 
ausgebildete Archikarp ohne Hüllhyphen als anfänglich ! Er vergleicht 
auch in seinen Abbildungen (7, Abb. 15g u. 15h) die Archikarpien 
von Humaria anceps var . aurantiaca und H. granulala nach Blackman- 
Frather miteinander (Abb. 3), deren Entwicklung nach ihm völlig gleich 
ist. Nach Abb. 3 wäre aber die Archikarpbildung in bezug auf die 



Abb. 3. Archikarpien 

a) von Humaria anceps rar. aurantiaca , 
Delitzsch. 

b) von H. granulala , Blackman-Frather. 
Die Abbildungen sind der Arbeit \on 
Delitzsch (7) entnommen. Vergröße- 
rung 240 mal. (Erklärung im Text.) 


Querwandporenentstehung nicht gleich. Delitzsch (6) bildet das Archikarp 
von Humaria anceps var. aurantiaca mit ausgebildeten Querwandporen 
ab (Abb. 3a). Nach Blackman und Frather (2) sind in den Querwänden 
des Archikarps von Humaria granulata im gleichen Entwicklungs- 
stadium keine Querwandporen vdrhanden (Abb. 3 b). Nach den vor- 
liegenden Untersuchungsergebnissen (siehe Abb. 2) ist die Abb. 3 b 
richtig. Ob Delitzsch hier (Abb. 3 a) in bester Absicht und zwecks ge- 
nauerer Sichtbarmachung der Querwandporen die Verdauungsmethode 
angewendet hat, vermag ich nicht zu sagen. Sollte dies, was wohl 
anzunehmen ist, der Fall sein, so bekam er bei der nachträglichen 
Membranfärbung dort Querwandporen zu Gesicht, wo tatsächlich noch 
keine vorhanden, sondern nur die Vorbedingungen (Membranquellung) 
dazu gegeben waren. Der Fehler liegt also an der Methode, die, wie 
ich oben betonte, hier zweifellos zu Unklarheiten führen muß; sonst 
müßten die beiden in der Abb, 3 wiedergegebenen Archikarpien von 
Humana anceps und H. granulala , was die Querwandporen betrifft, 
gleich sein, wie ja auch die Abb. 2 zeigt. 

Einmal bildet Delitzsch (7) ein Archikarp von Humaria anceps ab 
und betont ausdrücklich, daß das Plasma vor der Membranfärbung 
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verdaut wurde. Gerade diesen Fall hier nochmals bildlich (Abb. 4) zu 
wiederholen, trägt sicher zur weiteren Aufklärung bei. Delitzsch (7) 
sagt an einer Stelle: „Die Entwicklung von Humaria anceps var. auran - 
tiaca stimmt völlig überein mit der von H. granulata , wie sie 1906 von 
Bktckman und Frather beschrieben wurde. ,Neu‘ fand ich, daß auch 
hier von Anfang an jede Querwand im Archikarp (wie in den vege- 
tativen Hyphen) von einem zentralen 
Porus durchbrochen ist (Abb. 7 ) usw.“ f | 

[Abb. 4 ist in der Arbeit von Delitzsch V__ — l 

(7) mit Fig. 7 bezeichnet.] Das Mate- V- -V 

rial, an dem Querwandporen fest- V" J 

gestellt wurden, war also, worauf in 
der Abb. 4 (bei Delitzsch Fig. 7) direkt j . \ \ 

hingewiesen ist, mit Verdauungs- J l V-j 

fermenten vorbehandelt. Wäre dies / 

nicht der Fall gewesen, so hätte / / 

Delitzsch sicherlich das Archikarp von 

Humaria anceps in diesem Stadium Abb. 4 Humana anccp* var. aurantiaca , 
nicht mit Querwandporen (Abb. 4 u. Archikarp. 

^ r ' Ploiinn vörHftiiL MPmhran «ypfkrht. V«wr 


Humana anceps in diesem Stadium Abb. 4 Humana anceps var. aurantiaca , 

nicht mit Querwandporen (Abb. 4 u. Archikarp. 

r ' Plasma verdaut, Membran gefkrbt. Vergr. 

3a) gesehen, sondern ohne Wand- 325 mal. 1 Kopiert nach Betttuch (7), Fig. 7 .] 

durchbrechungen wie in Abb. 3 b und (Erklärung im Text.) 

2e und 2f, und seine Befunde hätten 

mit denen von Blackman und Frather \ ^ 

(2) sowie mit den meinigen überein- 

gestimmt. \ Ul 

Behandelt man umgekehrt der ' v 

Form nach ausgebildete Archikarpien _ W 

von Humaria granulata , wie sie etwa 

Abb. 3 b und 2e und 2f zeigt, mit Abb 5 * Rumaria granulata Quü. 

, J r1 . , . ljL a) Eine Querwand aus dem Archikarp 

verdauenden hermenten, so erhalt »ährend der HüUhyphenbiidung. Quer- 

man nachträglich bei der mikrosko- wandmitte stark linsenförmig gequollen. 

« 1 T,.,! >ilir . b) Dieselbe Querwand wie in a), nach 

pisehen Betrachtung Bilder mit Wand- ie »windiger Behandlung mit Pepsinsaiz- 

durchbrechungen, wie sie in Abb. 3 a und Trypsinbiwbonatiöeun« 

^ Linsenförmige Wandquellung verdaut 

und 4 von Humana anceps wieder- und an deren Stelle ein W and porus. 

gesehen sind. Abb. 5 zeigt d«. Et- S-Ä““* 
gebnis einer der Versuche über die 

Wirkung von Pepsin- und Trypsinlösungen auf die gequollenen Quer- 
wände der Archikarpien von Humaria granulata Quü . 

Entsprechende Versuche wurden auch bei den anderen hier an- 
geführten Ascomyceten angestellt und hatten alle ein und dasselbe 
Ergebnis. Die Wanddurchbrechungen im Archikarp entstehen alle erst 
allmählich während der Bildung der ersten Hüllhyphen um das aus- 
gebildete Archikarp. Den Wanddurchbrechungen geht immer eine 


Abb 5. Humaria granulata Quü. 

a) Eine Querwand aus dem Archikarp 
»ährend der HüUhyphenbiidung. Quer- 
wandmitte stark linsenförmig gequollen. 

b) Dieselbe Querwand wie in a), nach 
16 »Windiger Behandlung mit Pepsinsalz- 
säure- und Trypslnbicarbonatlösung. 
Linsenförmige WandqueUung verdaut 
und au deren Stelle ein Wandporus. 
Wauduugen gefärbt mit Tannin-Bisen- 
chlorid. Vergr. 720 mal. 
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Quellung und ohemische Veränderung der Querwandmitten im Archi- 
karp voraus. 

Wenn auch im System Rhytisma acerinum Pera . den Ascoboleen fern 
steht , so sind die Verhältnisse bei diesem Pilz doch ähnlich. In jungen 
Stadien des Archikarps stellte Jones (11) keine Querwandporen fest. Erst 
später treten Querwandporen auf. Das Archikarp von Rhytisma acerinum 
ist gleichgestaltet dem von Ascobolus cürinue und A . furfuraceus und stellt 
eine Woronin sehe Hyphe dar. 

Wad weiter die Querwandporen betrifft, so hat Ramlow (14) 
bei Ascophanus carneus Pers. die interessante Feststellung gemacht, 
daß die Poren der apikalen und basalen Zellen des Archikarps durch 
stark färbbare Pfropfen verschlossen sind, so daß deren Kerne nicht 
in die mittlere Zelle wandern können. Leider geht aus der Arbeit 
Ramlow s (14) nicht hervor, in welchem Entwicklungsstadium des 
Archikarps er diese Beobachtung machte. Vielleicht hat er seinerzeit 
die linsenförmig gequollenen, stark färbbaren Querwandraitten vor der 
Porenbildung als Pfropfen bezeichnet, und er müßte dann nach vor- 
liegenden Untersuchungsergebnissen Archikarpien vor sich gehabt 
haben, deren Hüllhyphenmantel noch nicht ausgebildet bzw. im Ent- 
stehen begriffen war. Sei dem wie es wolle, auf alle Fälle sind Ramlow 
schon 1914 die stark färbbaren, veränderten Querwandmitten als 
Pfropfen im Archikarp von Ascophanus carneus Pers. aufgefallen, die 
bei den in dieser Abhandlung besprochenen Pilzen überall vorüber- 
gehend vorhanden sind. Die Vermutung, daß diese Erscheinung noch bei 
vielen anderen schon früher und auch bei bisher noch nicht unter- 
suchten Ascomycetcn bei näherer Prüfung zutage tritt, liegt nahe. 

b) Querwandporen im Mycel. 

Ähnlich wie im Archikarp ist die Bildung der Querwandporen im 
Mycel, und die in der Folge zu beschreibende Beobachtung deutet 
darauf hin, daß die Entstehung der Wanddurchbrechungen im Mycel 
mit derjenigen im Archikarp im Zusammenhang steht, besonders auch, 
was die Ausbildung und Ernährung der Fruchtkörper (Apothecium oder 
Perithecium) betrifft, die bei manchen Pilzen genannter Gattungen 
einen Durchmesser bis zu 5 mm erreichen. In den Hyphen koprophiler 
Ascomyceten sind Querwandporen nur teilweise festgestellt worden, 
so bei Ascophanus carneus durch Ternetz (22), bei Ascodesmis nigricans 
durch Dangeard (5) und bei Lasiobolus pulcherrimus und Humana anceps 
durch Delitzsch (7). Delitzschs Vermutung, daß die Querwände der 
Hyphen wahrscheinlich aller Ascomyceten von je einem zentralen 
Porus durchbrochen sind, kaim sich wohl mit der Zeit bestätigen. Vor- 
läufig sind aber noch zu wenig Arten untersucht. Bei Ascobolus furfura- 
ceus, A. cürinus und Humaria granulata wurden Querwandporen im 
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Mycel bereits aufgefunden. Allerdings sind die Poren in den Quer« 
wänden nicht von Anfang an vorhanden, sondern werden nach Beob- 
achtung in Kulturen nacheinander in akropetaler Folge im Mycel aus- 
gebildet, so daß völlig ausgebildete Querwandporen nur in ganz be- 
stimmten Abschnitten des Pilzthallus mikroskopisch festzustellen sind. 
Daher kam es auch, daß ich z. B. bei Aacobolus citrinua und anderen 
Pilzen früher das eine Mal vereinzelt Querwandporen im Mycel vor- 
fand, ein anderes Mal wieder überhaupt keine. Man muß hier also die 
Untersuchungen des Mycel« auf die Querwandporen von einem ein- 
heitlichen Gesichtspunkt aus anstellen und darf nicht einfach aus der 
Prüfung der Hyphen eines an beliebiger Stelle des Thallus entnommenen 
Mycelausschnittes auf das Vorhandensein oder die Abwesenheit von 
Querwandporen im ganzen Thal- 
lus schließen, ln welchen Regio- 
nen des Thallus wir Hyphen- 
querwandporen zu suchen haben, 
darüber geben uns am besten 
Plattenkulturen von Pilzen Auf- 
schluß, in denen schon Frucht- 
körperbildung eingetreten ist. 

Als Beispiel diene Abb. 6, 
welche die Aufsicht auf eine 
12 Tage alte Plattenkultur von 
Humana granulata darstellt. In 
Abb. 6 sind die Apothecien wie 
im Freien zu Hexenringen an- 
geordnet. Infolge der unge- 
nügenden Größe der Kulturschale 
sind die Hexenringe unvollstän- 
dig, und am Rande der Schale 
sitzen die Aj>othecien oft etwas gedrängt zusammen, was auf die 
Wachstumsänderung des Mycel« — hervorgerufen durch den Schalen- 
rand — zurückzuführen ist. Das Mycel ist hier nicht mit ein- 
gezeichnet. Der mit ? und Kreuz (x) bezeiehnete Punkt bedeutet 
die Impfstelle. Die auf dem Durchmesser der Schale eingezeiehneten 
Abschnitte a, 6, r und d geben die Zwischenzonen von Hexenring 
zu Hexenring an. Im jungen Thallus von Humaria granulata — 
ebenso ist es auch bei den anderen hier besprochenen Pilzen — . der 
sich erst etwa 3 bis 4 cm im Umkreis um die Impfstelle auf dem 
Nährboden ausgebreitet hat, suchen wir vergebens nach Hvphen- 
querwandporen; es sind keine vorhanden. Nach Verlauf einiger Tage 
und Weiterentwicklung des Mycel» treten an diesem in der Nähe der 
Impfstelle, kreisförmig um diese angeordnet, die ersten Fruchtkörper 



Abb 6. Humaria granulata Qu4l. 

12 Tage alb* Plattcnkultur mit sahireichen reifen 
und in der Entwicklung begriffenen Apothecien, 
welche zu unvollständigen Hevenringen angeord- 
net slud. 2 4 natürl Größe. (Nähere Erklärung 
im Text.) 



162 


ö. Schweizer : 


auf, die mit bloßem Auge als wenig über das Substrat erhabene Kügel- 
chen zu sehen sind und zusammen den ersten Hexenring bilden. Die 
Entfernung dieses ersten Fruchtkörperringes um die Impfstelle ent- 
spricht etwa dem Abstand a in Abb. 6 und 7. Beide Abbildungen 
sind allerdings nach 8 bis 12 Tage alten Plattenkulturen entworfen, 
denn sie zeigen gleichzeitig, daß die Fruchtkörperbildung in großem 



Abi). 7. Atcobolu* furfwraoeut Pen. 

Ausschnitt aus einer 8 Tage alten Plattenkultur. Die in der Entwicklung begriffenen Fruchtkörper 
sind bexenringförmig angeordnet. Vergr. 80 mal. 


Umfang in verschiedenen Regionen des Thallus vor sich gegangen ist, 
indem schon drei aufeinanderfolgende, wenn auch nicht vollständig 
ausgebildete Hexenringe angelegt sind. Den Abbildungen ist auch zu 
entnehmen, daß die der Impfstelle am nächsten liegenden Fruchtkörper 
(erster Hexenring) die ältesten und infolgedessen in der Ausbildung 
am weitesten vorangeschritten sind. Es folgen dann mit dem Spitzen- 
wachstum defe Mycels in gewissen Abständen (6, c und d, Abb. 6 und 7) 
weitere Hexenringe, und die jüngsten Fruchtkörper bzw. deren Anlagen 
liegen nächst der Thallusperipherie. 
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Bei der Feststellung der Wanddurchbrechungen arbeitete ich 
immer mit gefärbtem Material. Die Tannin- Eisenchloridfärbung ist 
hier besonders zu empfehlen (17), weil sie auf die Wandungen 
und auf die später noch zu besprechenden „metachromatischen Kör- 
perchen“ in den Zellen beschrankt bleibt. Auch die Silberimprä- 
gnierung ist gut, doch etwas umständlicher. Trotz der Färbung erfordert 
die einwandfreie Feststellung von Querwandporen im Mycel erhebliche 
Mühe. Bei der mikroskopischen Prüfung ist das Einknicken einzelner 
Hyphen durch Verschieben 
des Deckglases oft von Vor- 
teil, da deren Querwände 
dann teilweise in der Auf- 
sicht zu sehen sind. 

Nehmen wir nun z. B. 
von 8 bis 12 Tage alten , . u 

Kulturen, wie sie etwa die / , — 

Abb. 6 und 7 veranschau- / / 

liehen, und deren Wachs- l 0 \ - 

tum durch keine mecha- rM 

machen Eingriffe gestört \ \ f 

wurde, aus dem Abschnitt a \ \ P) 

zwischen dem ersten Hexen- J J/ 

ring und der Impfstelle X / ) 

Mycel zur mikroskopischen ^ 

Prüfung heraus, so werden J ^ 

wir, wenn die Apothecien / \ 

im ersten Hexenring ganz 

ausgebildet sind oder das a) b) f) und g) Hyphen ^ Poren ln den Querwänden. 

Archikarp zum mindesten c), d) und e) HyphcnatUcke mit gequollenen Querwand- 
, ... . mitten ; Porus erat im Entstehen begriffen. Vergr. 4 50 mal. 

schon teilweise von Hüll- (Erklärung im Text.) 
hyphen umgeben ist, fast 

in allen Mycelquerw’änden Poren vorfinden (Abb. 8 a und 8 b). In noch 
älteren Kulturen finden wir die einzelnen Hyphenzellen in diesem 
Thallusabschnitt oft etwas mißgestaltet. Es sind dies Involutions- 
formen (Abb. 8f und 8g). 


Untersuchen wir weiter z. B. aus einer dem Abschnitt b (Abb. 7) 
entsprechenden Thallusregion das Mycel, so finden wir dort die meisten 
Hyphenquerwände erst gequollen, wie es etwa die Abb. 8 c, 8 d und 8e 
zeigt, selten ganz durchbrochen. Die Archikarpien an der Peripherie 
eines solchen Abschnittes (Abb. 7 b) sind erst im Entstehen begriffen, 
also noch nicht völlig ausgebildet wie diejenigen im Abschnitt a und auch 
noch nicht wie dort teilweise mit Hüllhyphen umgeben. Die gequollenen 
Zentren der Hyphenquerwände werden durch Jod gebläut und färben 
sich mit Korallinsoda ebenfalls rot. Läßt man auf derartig gequollene 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. 12 
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Hyphenquerwände peptische und tryptische Fermente nach Delitzsch s 
Methode 1 einwirken, so entstehen an Stelle der Quellstellen Wand- 
durchbrechungen. Die gequollenen Querwandzentren in den Hyphen 
sind also auch hier die Vorboten der später entstehenden Wandporen. 

Mit der Untersuchung des Mycels noch weiter spitzenw&rts vor- 
anschreitend — etwa Abschnitt c, Abb. 7 — , finden wir hier weder 
Querwandporen noch gequollene Querwände, sondern Querwände 
normaler Beschaffenheit, die auch durch Verdauungsfermente nicht 
verändert werden. In dieser Region sind die Fruchtkörperanlagen 
nicht mehr mit bloßem Auge, sondern erst unter Zuhilfenahme einer 
starken Lupe oder bei schwacher mikroskopischer Vergrößerung zu 
erkennen. Über die Zone c hinaus (Abb. 7 d) finden wir überhaupt noch 
keine Fruchtkörperanlagen vor, und bis zur Peripherie des Hyphen- 
thallus sind die Hyphenquerwände ebenfalls normal ausgebildet. Es 
sind weder Querwandporen noch Anzeichen für deren Ausbildung 
(Membranquellungen) aufzufinden. Die Hyphenquerwände werden also 
im Mycel ebenso wie die Archikarpquerwände erst zu einer ganz be- 
stimmten Zeit durchbrochen, und die Entstehung der Poren richtet 
sich ganz nach der Ausbildung der Fruchtkörper, steht mit deren Ent- 
wicklung, wie schon gesagt, im Zusammenhang. Jede Hexenringregion 
ist demnach, auf den ganzen Thallus bezogen, ein selbständiger Ent- 
wicklungsabschnitt. 

Wir finden also in der Region des Mycels, in der die Archikarpien 
schon von Hüllhyphen umgeben sind, fertige Querwandporen, in einer 
solchen, in der erst Anfänge der Archikarpumhüllung vorhanden sind, 
nur gequollene Hyphenquerwände und in der darauffolgenden, noch 
jüngeren Thallusregion überhaupt noch keine Anzeichen von Quer- 
wandporen neben ganz jungen Archikarpienanlagen, wie sie etwa die 
Abb. la und lb und 2 a, 2 b und 2 c wiedergeben. Die Querwandporen 
im Mycel sind also auch nicht von Anfang an vorhanden! 

Für den Zusammenhang der Querwandporenentstehung im Mycel 
mit der Ausbildung bzw. der Ernährung der Fruchtkörper spricht 
folgendes meines Erachtens wertvolles und zum Teil schon früher (15) 
festgestelltes Beobachtungsergebnis : 

Die Versuche wurden mit Ascobölus citrinus , A. furfuraceus, Hu - 
maria granulata , Ascophanus carneus und einigen anderen Pilzen an- 
gestellt. Das Mycel entwickelt sich sowohl bei völliger Dunkelheit als 
auch am Licht. In völliger Dunkelheit entstehen an den Myoelien 
niemals Fruchtkörper. Auf deren Bildung hat das Licht einen wesent- 
lichen Einfluß. Die Fruchtkörper müssen ja auch in der Natur an der 

1 Zuerst acht- bis zehnstündige Einwirkung von Pepsinsalzsäure, 
darauf von Trypsin in Kalium- oder Natriumbicarbonatlösung. 
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Oberfläche des Substrates angelegt werden, da die Asci bei der Reife 
stark positiven Phototropismus aufweisen und die Sporen wie bei den 
Sporangienträgem von Pilobolus dem Lichte zu abgeschleudert werden. 
Laßt man vorher verdunkelte Mycelien eine Zeitlang im Lichte stehen, 
bis die ersten Fruchtkörper entstanden sind und eine bestimmte Größe 
erreicht haben, und verdunkelt dann wieder, so entwickeln sich die 
Fruchtkörper nicht weiter. Bei diesen Versuchen kann dann sehr gut 
der enge Zusammenhang von Querwandporenbildung im Mycel mit der 
Fertigstellung der Archikarpumhüllung bzw. des Apo- oder Perithe- 
ciums studiert werden. Besonders auffällig ist, daß in Hyphen frucht- 
körperloser Thalli keine Querwandporen festzustellen sind, seien nun 
die Thalli im Dunkeln oder im Licht gewachsen. Treten in Reinkulturen 
von genannten Pilzen etwa infolge falscher Ernährung auch bei Licht 
am Mycel keine Fruchtkörper auf, so bleiben die Querwände der Hyphen- 
zellen undurchbrochen. Es tritt dann meistens gezwungenerweise Ko- 
nidien- bzw. Oidienbildung ein, die bei normaler Ernährung unterbleibt 
und eigentlich keine natürliche, normale Nebenfruktifikation darstellt. 

Für den Aufbau der zahlreichen Fruchtkörper (Apo- und Peri- 
thecien) sind natürlich besonders große Mengen Nährstoffe notwendig. 
Das Wachstum der Fruchtkörper geht nämlich auffallend rasch vor sich, 
wie dies auch bei den Fruchtkörpern unserer Speisepilze der Fall ist. 
Die Aufnahme der Nährstoffe aus dem Substrat geschieht durch das 
reich verzweigte Mycel, das, wie wir an Agar- und Gelatineplatten- 
kulturen beobachten, nicht nur oberflächlich auf dem Nährboden 
weiterwächst, sondern auch ,, Senker“ in das Substrat hineinsendet. 
Zur Zeit der Fruchtkörperbildung ist daher das Mycel für die Zuleitung 
von Aufbaustoffen zu den sich rasch entwickelnden Fruchtkörpern 
ganz besonders in Anspruch genommen. Die einzelnen Zellen w r eisen 
zu dieser Zeit eine sehr lebhafte Plasmaströmung auf, die sich auch, 
was allerdings schwer zu sehen ist, durch die Querwandporen fort- 
setzt, und gerade hier würde die Entstehung der Hyphenquerwand- 
poren eher allein auf den gesteigerten Nährstofftransport zurückzuführen 
sein, als dies bei den schon zu dieser Zeit fertiggestellten Archikarpien 
der Fall ist, welche nur noch der Umhüllung durch den Hüllhyphenmantel 
bedürfen. Trotz des durch die Querwandporenbildung im Mycel er- 
leichterten Nährstofftransports zu den rasch wachsenden Frucht- 
körpern ist anscheinend die Nährstoffzuleitung nicht ausreichend. 
Die lebhafte Plasmaströmung im Mycel fruchtkörperwärts läßt bald 
nach, und in der Nähe der Apothecien oder Perithecien, in denen schon 
ein Teil der Asci ausgebildet ist, enthalten die Hyphenzellen nur noch 
Spuren von Plasma und sind teilweise schon funktionslos geworden 
und im Absterben begriffen. Man erkennt diesen Zustand schon an 
der Form des Mycels, dessen Zellen deformiert sind (Abb. 8f und 8 g). 
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Der gesteigerte Nährstofftransport durch das Mycel zu den Frucht- 
körpera dauert also auch wieder nur eine ganz bestimmte Zeit. Meistens 
werden die Fruchtkörper innerhalb 2 bis 3 Tagen vollständig fertig- 
gestellt, d. h. bis zur Entstehung der ersten Asci. Offenbar wird das 
Plasma der Hyphenzellen nach Entstehung der Querwandporen samt 
den Nährstoffen fast restlos zum Aufbau des sich sehr rasch ent- 
wickelnden Hüllhyphenmantels und des Hymeniums der Fruchtkörper 
benötigt und nach diesen Stellen befördert. Der, von der Impfstelle 
ausgehend, vor einem Hexenring liegende Mycelabschnitt bzw. dessen 

Zellen sind schon teilweise 
funktionslos geworden und 
plasmaarm, bevor die Frucht- 
körper alle Asci ausgebildet 
haben. Da die zahlenmäßige 
Ausbildung der Asci aus der 
ascogenen Zelle des Archi- 
karps bei den meisten Asco- 
myceten sehr reich ist, 
müßte demgemäß die Nah- 
rungszufuhr auf dem Wege 
durch das Mycel zu den Frucht- 
körpern bis zur Beendigung 
der Ascusbildung nicht aus- 
reichen. Die Ascusbildung 
würde also infolge mangelnder 
Nährstoffzufuhr zu einem ge- 
wissen Zeitpunkt ins Stocken 
geraten, was aber nicht der 
Fall ist, da die Neubildung einer großen Anzahl von Asci noch eine 
geraume Zeit fortdauert, nachdem die ersten ausgebildeten Schläuche 
schon ihre Sporen entleert bzw\ abgeschleudert haben. 

In Quetschpräparaten von Ascoboleen- und AscopÄam^-Frucht- 
körpem kann man je nach deren Alter 50 bis 150 und mehr Asci in den 
verschiedensten Entwicklungsphasen zählen. Sind die Sporen gefärbt, 
so sehen wir die Fruchtscheibe der betreffenden Fruchtkörper bei 
Lupenvergrößerung punktiert (Abb. 9). Besonders deutlich ist dies 
bei den Ascoboleen zu sehen, bei denen die reifen Asci zum Unterschied 
von den Pilzen der Gattung Ascophanus etwas über die Fruchtscheibe 
(Hymenium) hinausragen. Während die mit halbreifen Fruchtkörpem 
in Verbindung stehenden Hyphen schon plasmaärmer werden und in 
Degeneration begriffen sind, hat sich um jeden dieser Fruchtkörper 
auf dem Nährsubstrat ein kleiner sekundärer Hyphenthallus gebildet, 
der die weitere selbständige Ernährung jedes der betreffenden Frucht- 



Abb. 0. Äteobolut citriniu nov. tpec. Schic. 
Ausschnitt aus einer Agarplattenkultur (Aufsichts- 
bild). Mycel mit drei halbreifen Apotheclen bei Lupen- 
vergroßerung. s *= sekundärer Thallus. Vergr. etwa 
2,5mal. (Erklärung im Text.) 
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körper sicherstellt. Blickt man schräg über eine Agar- oder Gelatine- 
plattenkultur eines koprophilen Ascomyceten, welche halbreife Apothe- 
cien enthält, so sieht man diese oft schon mit bloßem Auge, besser aber 
mittels einer Lupe, von einem schwach weißlich schimmernden, flaum- 
artigen, kreisförmigen Hof umgeben, der den sekundären Thallus dar- 
stellt und aus sehr feinen Hyphen besteht (Abb. 9 , s). Jeder Frucht- 
körper ist also nach Ausbildung dieses kleinen Thallus, was die Er- 
nährung anbelangt, mit einem eigenen, aber sehr kleinen Thallus 
selbständig und unabhängig vom ursprünglichen, gemeinsamen Hyphen- 
thallus (primäres Mycel) geworden. Diese neue Mycelbildung dient 
gleichzeitig der Befestigung der Fruchtkörper auf dem Substrat und 
ihrer weiteren Ernährung. Diese Hyphen sind aber so fein, daß ich 
bis jetzt Querwandporen in ihnen nicht mit Sicherheit feststellen 
konnte, so daß diese Frage vorläufig offenbleibt. 

Die Entstehung dieser kleinen Sekundärthalli geht der Hyphen- 
mantelbildung um das Archikarp parallel. Mit der Beendigung der 
Ascusbildung schrumpfen die Fruchtkörpergehäuse allmählich zu- 
sammen, und das nachträglich um diese gebildete feine Mycel degeneriert 
ebenfalls. 

c) Fibrosinkörperchen in den Sporen. 

Um die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Einblicke in die 
Pilzzelle zu erweitern, war auch eine mikrochemische Untersuchung 
bestimmter Objekte erforderlich. In erster Linie galt diese den Sporen. 
Im allgemeinen kann man sich über den Sporeninhalt vieler Pilze 
schlecht orientieren. Ein Haupthindernis bildet die Sporenwandung, 
die oft gerillt und gefurcht, zudem noch gefärbt ist, mitunter auch 
stachlige Auswüchse besitzt. Bei den Gattungen Ascobolus und Asco- 
phanus finden wir, mit wenigen Ausnahmen, am häufigsten eine violette 
bis braune Sporenwand mit feinen zum Teil zusammenfließenden 
Längsstreifen oder Längsfurchen vor. Die Bleichung oder Entfärbung 
der Sporenwandungen genügt oft nicht, um sich eingehend über den 
Sporeninhalt orientieren zu können. Wohl sehen wir nach solchen 
Manipulationen und nach vorangegangener Fixierung und Färbung 
des Plasmas den Zellkern sowie auch öltropfen im Plasma, die gewisse 
Farbstoffe besonders stark aufnehmen. Doch ist uns bisher dabei 
vielleicht noch manches, wie wir im folgenden sehen werden, entgangen. 
Es liegt zum Teil wiederum an der Methode, die das Auffinden mancher, 
gerade im Sporenplasma eingebetteter Stoffe erschwert. Werden 
z. B. Ascoboleensporen nach vorangegangener Fixierung mit fett- 
unlöslichen Fixierungsmitteln nach der Heidenhain&chen Eisenalaun- 
Hämatoxylinmethode gefärbt und diese Präparate mit solchen ver- 
glichen, die mit Anilinfarbstoffen tingiert wurden, so täuscht die 
Heidenhain sehe Methode viel mehr Fetttröpfchen, als schwarzblau ge- 
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färbte, meistens runde Körperchen vor, als in Wirklichkeit im Sporen- 
plasma vorhanden sind. Eine Prüfung mit spezifisch fettfärbenden 
Mitteln, z. B. Sudan III, zeigt die Unterschiede noch deutlicher. Diese 
auffälligen Beobachtungen veranlaßten mich, auch einmal Unter- 
suchungen auf Plasmaeinschlüsse nicht an 
ganzen Sporen, sondern an Sporenschnitten 
vorzunehmen. Hierzu trugen noch die Unter- 
suchungsergebnisse Zopfa (25) bei, die sich 
allerdings auf eine andere Pilzgattung be- 
ziehen, und die frühere Vermutung, es könnte 
sich bei dem einen oder anderen der vor- 
liegenden Pilze um ähnliche Erscheinungen 
handeln, wie von Zopf erwähnt sind, hat 
sich nachträglich bestätigt. 

Auf die Zopf sehe Arbeit (25) ist verschic- 
dentlich hingewiesen, namentlich auch von 
H. Molisch (12), der sagt: In den Sporen (Ko- 
nidien) des auf dem Weißdorn häufigen Mehl- 
taupilzes Podosphaera oxya canthae und anderer 
Erysipheen entdeckte Zopf eigentümliche Kör- 
perchen, deren Substanz er für ein Kohien- 
hydrat hält, und die er wegen Verwandtschaft 
ihrer Substanz mit FrSmy s Fibrosin als Fibrosm- 
korper bezeichnet. Sie liegen in reifen Konidien 
stets im Plasma, und zwar 5 bis 15 an der 
Zahl. Durch einen auf das Deckglas aus- 
geübten Druck lassen sie sich leicht aus der 
Zelle befreien. Sie haben die Form einer 
Scheibe, eines Hohlkogels, Hohlstutzens oder 
eines Hohlzylinders (Abb. 10). Ihr Durchmesser 
schwankt zwischen 2 bis 8 p und ihre Dicke 
zwischen 0,5 bis 0,7 p. Sie zeigen keine Struk- 
tur und sind optisch inaktiv. Die Fibrosin- 
korper quellen etwas in siedendem Wasser. Mit 
Jodlösung oder Chlorzinkjod färben sie sich 
nicht. Sie sind schwer löslich in konzentrierter 
Schwefelsäure, unlöslich in Salpetersäure, Kupferoxydammoniak, Alkohol, 
Äther und Chloroform; Anilinfarbstoffe werden nicht gespeichert; durch 
Osmiumsaure werden sie nicht gebräunt. Da die Fibrosinkörper bei der 
Keimung der Sporen aufgelöst werden, scheinen sie als Reservestoff zu 
dienen. Zopf (25) glaubt, eine Verwandtschaft mit der Pilzcellulose an- 
nehmen zu sollen; es wäre daher zu prüfen, ob die Fibrosinkörper nicht 
vielleicht aus Chitin bestehen 1 . 

1 Schon früher hatte Pringsheim (13) im Plasma von Saprolegniaeecn 
und Bryopsis „Cellulinkomer“ gefunden, deren Substanz er als eine Modi- 
fikation der Cellulose betrachtet. Nach Barret ( 1 ) geben auch die Querwände 
(Septen) von Blastoclada strangidosa die Cellulinreaktion. Auch bei Lepto- 
nvitus finden sich Cellulinköiper, die öfters Quei wände voitämchm (vgl. 
E. Gäumann: Vergleichende Morphologie d^r Pilz°, Jena, G. Fbcher, 1926. 
S -69). 
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Abb. 10. 

a) Formen der Fibrosinkörper- 
chen aus den Sporen von 
Podosphaera oxyacanthae in 
verschiedenen Ansichten. Ver- 
größerung 1 0OOmal . ach Zopf. 

b) Fibroslnkörperehen aus den 
Sporen von Ascoboltu cürinus 
nov. spec. Schw. in verschie- 
dener Ansicht. Vergr. 11 60 mal. 
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Ähnlich liegen die Verhältnisse bei den Sporen mehrerer Ascoboleen 
und nahestehender Gattungen. Allerdings sind die bei den Erysipheen 
als Fibrosinkörperchen bezeiehneten Gebilde in den Sporen der hier 
besprochenen Pilze nicht so zahlreich und auch nicht so mannigfaltig 
gestaltet, sondern sie weisen bei allen Pilzen, die ich bisher untersuchte, 
(Ascobolus citrinus nov. spec. Schw ., A. furfuraceus Per 8., A. strobölinus 
nov. spec. Schw., Humaria granulata Qutt., Pyronema confluens Tut. 
und Ascophanus carneus Per s.), im allgemeinen ein und dieselbe Form 
auf. Im Sporenplasma einiger unserer Speisepilze fand ich ebenfalls 



Abb 11. Ascobolug citrinus nov. tpec Schi c. 

bporeuwhnittc, gefärbt nach der Flemming Beben Dreifachfttrbung. Schnlttdieke 3 /<. Vergr. 540 mal. 
n * Zellkern, o « Öltropfen, / «* Fibroeinkörperchen. 

solche Köqierchen vor. Im folgenden sei nur das Ergebnis der Unter- 
suchung von Sporen und Mycel von Ascobolus citrinus nov. spec. Schw . 
beschrieben. 

Als Material dienten die in ungeheurer Menge an den Sehalendeckel 
geschleuderten Ascosporen von Kulturen, die nach der Mullseiden- 
methode (l(i) auf kalt sterilisiertem Kaninchenmist (19, 20) in Petri - 
Schalen angelegt uaren. 

Die Sporen wurden mittels eines Deckglaschens, das als Spatel diente* 
von der Innenfläche des Schalendeckels abgeschabt, in ein kleines* dünnes 
Präparatenzylinderchen aus Glas von etwa 2 ccm Inhalt gegeben und mit 
Fixierflüssigkeit nach Camoy oder Mcrckel behandelt. Die Sporen sammeln 
sich alle auf dem Boden des Röhrchens. Nach dem Auswaschen der Fixier- 
flüssigkeit und dem Überführen der Sporen m Alkohol über Xylol in Paraffin 
m ein und demselben Gläschen, ließ ich nach Austreibung des Xylols das 
Paraffin erkalten. Die Sporen befanden sich infolgedessen alle im Paraffin 
in der Nähe des Gef&ßbodens. Nach der Zertrümmerung des dünnen Glas- 
röhrchens wird das auf diese Weise entstandene Paraffinsaulchen auf- 



170 


G. Schweizer: 


geblockt und mittels des Mikrotoms in 1 bis 5 g dicke Schnitte zerlegt, die 
auf Objektträger aufgeklebt werden. So erhält man eine Unmenge von 
Schnitten durch die Sporen nach allen, wie die Abb. 11 zeigt, nur möglichen 
Richtungen, und die verschiedensten Segment-, Quer-, und Längsmedian- 
schnitte wechseln in den Präparaten miteinander ab (Abb. 11). Gefärbt 
wurde meistens mit Safranin -Lichtgrün oder nach der Flemmingschen Drei- 
fachfärbung. 

In den Sporenschnitten (Abb. 11) sehen wir außer dem gefärbten 
Zellkern, der allerdings nicht in jedem Schnitt getroffen ist, das Plasma, 
darin dunkler gefärbte ungleich große Kügelchen, mehr oder weniger 
unregelmäßig verteilt, von öl und zudem kleine längliche Körperchen, 
die nach oben angeführten Färbemethoden ungefärbt geblieben sind. 

Diese Körperchen sind in den mikroskopi- 
schen Schnittbildern sehr leicht zu über- 
sehen. Bei näherer Betrachtung zeigen sie 
Spitzei- oder Gurkenform und sind der Länge 
nach flach gedrückt. Man könnte, was die 
Gestalt anbetrifft, zum Vergleich auch Lein- 
samen heranziehen. Beim Rollen unter dem 
Mikroskop ist die Abplattung dieser Körn- 
chen gut zu sehen, besonders bei Dunkel- 
feldbeleuchtung (Abb. 13). Ihre Länge 
schwankt zwischen 1 und 3 g, ihre Dicke 
zwischen 0.5 bis höchstens 2 fx. In Abb. 10 b 
(S. 168) sind zwei solcher Körperchen stärker 
vergrößert abgebildet ; sie gleichen einem der 
ebenfalls in Abb. 10a nach Zopf (25) wieder- 
gegebenen Fibrosinkörperchen ( x ) aus den 
Sporen (Konidien) von Podosphaera oxyacaniha \e. Man kann diese 
Körperchen noch deutlicher sichtbar machen, indem man das Plasma 
überhaupt ungefärbt läßt und zum Färben der Schnitte einen aus- 
gesprochenen Membranfarbstoff verwendet, ln Abb. 12 sind der Abb. 11 
entsprechende Sporenschnitte dargestellt. Diese wurden nur mit Tannin- 
Eisenchlorid gefärbt, so daß die Färbung sich auf die Sporenwandungen 
und auf die im Plasma eingebetteten, erwähnten Körperchen beschränkt. 

Man kann die im Sporenplasma eingeschlossenen Körperchen zur 
besseren Sichtbarmachung auch teilweise isolieren. Hat man sehr viel 
Sporenmaterial zur Verfügung, was bei Plattenkulturen nach der 
Mullseidenmethode (15) der Fall ist, so werden die Sporen in einer 
rauhen, also innen unglasierten Apotheker- Pul verreibschale zerrieben 
und nach dem Verreiben mit etwas Wasser aufgeschlemmt. Die wässerige 
Aufschwemmung wird auf ein Stückchen feinster Seide, wie sie etwa 
zur Herstellung von Damenblusen Verwendung findet, gegossen und 
die Seide hierauf durch Zusammendrehen zwischen den Fingern aus- 



Abb. 12. Ascobolus citrinus nov. 
tpee. Scty. 

Sporenschnitte, Schnittdicke 3 t*. 
Gefärbt mit Tannin-Eisenchlorld. 
Die Färbung Ist auf die Im Plasma 
eingebetteten Fibrosinkörperchen 
und auf die Sporenwandung be- 
schränkt. Vergr. 430 mal. 
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gewunden bzw. ausgedrückt. Die abgelaufene Flüssigkeit enthält dann 
die besprochenen Körperchen, während der größte Teil der Sporen- 
wandungen auf der Seide zurückbleibt. Die Beobachtung der isolierten 
Körperchen erfolgt am besten bei Dunkelfeldbeleuchtung (Abb. 13). 
Da diese im Sporenplasma der eben besprochenen Pilze Vorgefundenen 
Körperchen ähnliche Eigenschaften und Gestalt aufweisen wie die von 
Zopf (25) in den Sporen (Konidien) von Podosphaera oxyacanthae 
festgestellten, mit dem Ausdruck ,,Fibrosinkörperchen‘‘ belegten 
Körnchen, will ich in den vorliegenden Fällen diese Benennung auch 
bei behalten. 

Die hier aufgefundenen Fibrosinkorperchen sind wie die von 
7j0pj und Molisch beschriebenen strukturlos (siehe besonders Abb. 13). 
Auch sind sie optisch inaktiv. Anilin- 
farbstoffe werden von ihnen, solange die 
Sporen sich im Ruhestadium befinden, 
nicht gespeichert, doch färben sie sich mit 
Eisenalaun- Hamatoxylin nach Heuh'nhain 
sehr stark. Entsprechend den Zopf sehen 
Befunden werden sie auch durch Osmium- 
saure nicht gebräunt. Eigentümlich ist, 
daß man diese Fibrosinkorperchen in 
frisch aus den Asei geschleuderten Sporen 
nicht vorfindet. Sie scheinen sich erst 
allmählich wahrend der Ruhe der Sj>oren 
zu bilden. Vielleicht daif man diese 
Erscheinung mit einer anderen in Zu- 
sammenhang bringen; Frisch abgeschleuderte Sporen von Ascoboleen- 
pilzcn und verwandten Gattungen keimen nämlich nicht oder sehr 
schlecht. Die Sporen scheinen, entsprechend den Samen vieler höherer 
Pflanzen, einer gewissen Ruhejjeriode zu bedürfen, bevor die normale 
Keimfähigkeit erreicht ist. Die Fibrosinkorperchen scheinen, wie die 
von Podoaphatra oxyacanthae, als Reservestoff zu dienen, da sie bei 
der Keimung der Sporen aufgelöst werden. 

Von der chemischen Zusammensetzung der bei vorliegenden Unter- 
suchungen aufgefundenen Fibrosinkorperchen gilt vorerst dasselbe, w T as 
schon von den Podosphaera -Fibrosinkörnchen gesagt ist. Aus dem 
folgenden ist aber noch zu entnehmen, daß ihre chemischen Eigen- 
schaften denjenigen der Hyphenmembranen gleich oder ganz ähnlich 
sein müssen, namentlich wenn wir die Fibrosinkorperchen in der 
keimenden Spore betrachten. 

Die reifen Sporen der Ascoboleen und verwandten Gattungen sind 
im Ruhezustand gleichmäßig stumpfelliptisch geformt. Bringt man 
z. B. die Sporen von Ascobolus citrinus , nachdem sie schon einige 

12 * 



Abb 13 I Kollert*' Fibrosinkorperchen 
aus den S|mj»vii \ou Airobolus citnnus 
not f per Srhir. im Dunkclfi ld. Yergr. 
000 mal 
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Wochen aus den Asci entleert sind, in der Absicht, sie keimen zu 
lassen, mit Wasser zusammen oder auf ein feuchtes festes Nahrsubstrat, 
so quellen sie vor der Keimung sehr stark auf ln Sehnittpraparaten 




A1»I) 14 Asrobolus ntrihus um *ptr Schn, 
n Zrllktmr, m inr tarhroni.it is« lu kojprr<h<n 

a) Ein/rlnr H \ pht n/r II( n Oefarbt mit List niilaunharnatow li» narb I/tu/t nhain 
h) kanzeln« H>ph< nz< 11« n narb \trdaumig «lew JMaHinuH und J aibunu mit r J annin Lin« n< lilornl. 
Virgi r»40mal (krklaruiiK im lc\t ) 

solcher gequollener Sporen sind die Fibrosinkorpenhen ebenfalls ge- 
quollen und dann im mikroskopischen Bild etwas undeutlich Umrissen, 
ln diesem Zustand färben sie sich mit Korallmsoda leuchtend rot, was in 
Schnitten dmch die ruhende Spore nie der Fall ist Speicherung von Ko- 
rallinsoda findet m den Fi brosin kor perehen also nur nach deren Quellung 
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kurz vor der Sporenkeimung statt. Auch Jod färbt in diesem Zustand 
die Fibrosinkörnchen und ihre nächste Umgebung blau. Diese Eigen- 
schaften stehen in auffälligem Einklang mit denjenigen der Querwände 
des Archikarps und des Mycels, die sich in gequollenem Zustand vor der 
Querwandporenbildung mit Korallinsoda ebenfalls intensiv rot färben 
und mit Jod blauen. Analog den gequollenen Querwänden verhalten 
sich auch die gequollenen Fibrosinkörperchen gegenüber Verdauungs- 
fermenten. In der ruhenden Spore widerstehen sie peptischen und trvp- 
tischen Fermenten, weiden dagegen in Sporen, die sich im Quellungs- 
zustand, also kurz vor der Keimung befinden, durch solche Enzyme 
aufgelöst. Wie ich eben schon be- 
merkte, ist in der gekeimten Spore 
nichts mehr \on den Fibrosinkorper- 
chen zu sehen, sie haben sich auf- 
gelöst. und die Vermutung Molixcli s, 
daß sie als Reservestoffc anzusehen 
sind, besteht zweifellos zu Recht 

d) >1 et achromatische Körperchen 
im Myeel. 

Die eben besprochenen Eigen- 
schaften der Fibrosinkörperchen sind, 
wie wir sehen werden, auch auf be- 
st immtc PluKmueinschluH.se der Myeel - 
zellen zu übertragen, ln diesen beob- 
achtet man bei fast allen höheren 
Pilzen im Plasma, hauptsächlich an den Querwänden nicht mehr 
ganz junger Mveelstrange. kleine Körnchen, die sich mit Eisenalaunhama- 
toxyhn (Hi uh nkain) wie (iltropfen beinahe schwarz färben, sehr wenig 
aufnahmefähig für Anilinfarbstoffe sind und als mriachromatischv 
Km fH rch< n“ bezeichnet werden (Abb 14, R. 172). Sie Kind allerdings außer- 
ordentlich klein, in ungefärbtem Zustand stark lichtbrechend, zeigen 
nur bei sehr starker Vergrößerung eine kugel- bis eiförmige» (festalt und 
liegen, wie (dien gesagt, vorwiegend in der Nahe der Myeelquerwande 
(Abb. 14a, m) Nimmt man als Untersuchungsobjekt kräftiges Myeel, 
dessen Zellquerwande noch normal, also weder gequollen noch durch- 
brochen sind, behandelt es mit Verdauungsfermenten, wie eingangs 
besprochen, und färbt nachträglich mit einem Membranfarbstoff wie 
z. R. Tannin- Eisenchlorid, so färben sich nur die Zelhvände und als 
einzig übriggebliebener Zellinhalt, die ,,/wr t achromatischen Korjwrchev“ 
(Abb. 14 b). Abb. 15 stellt einen Hyphenstrang von Axcobolwt citri - 
nvi s vor. .s per. mit intakter Querwand nn Dunkelfeld dar, dessen Plasma 
vorher verdaut wurde. Wie in dieser Abbildung deutlich zu sehen ist. 



Abb 15 Aficobolu# ntnnuft nnv.tper Schu\ 
If\ pheustrang mit intakter Querwand und 
inet achromatischen Körperchen nach Ver- 
damm« des Plasmas bei Dunkelfeld- 
beleuchtung. Vergr 7 20 mal 
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bleiben nach Anwendung von Verdauungsfermenten als Zellinhalt nur 
die ,, metachromatischen Körperchen 4 * übrig, deren Form hier besonders 
deutlich zum Ausdruck kommt. 

Auffällig ist nun die starke Färbbarkeit der inet achromatischen 
Körperchen in den Hyphenzellen mit Korallinsoda gerade zu der Zeit, zu 
der die Querwände dieser Myeelzellen gequollen sind und ebenfalls die 
Eigenschaft einer starken Korallinsodaspeicherung auf weisen. Man kann 
auch — allerdings ist dies etwas schwierig - in den Hyphenzellen mit 
gequollenen Querwänden gleichzeitig eine* leichte Quellung der meta- 
chromatischen Körperchen feststellen. Läßt man nun auf Hyphen mit 
gequollenen Querwänden, wie schon angedeutet, Verdauungsfermente 
einwirken, so lösen sich die gequollenen Querwände auf. Gleichzeitig 
werden aber auch mit dem Plasma die schwach gequollenen meta- 
chromatischen Körperchen verdaut. Wie die gequollenen Mycelquer- 
wände färben sich auch gequollene metachromatische Körperchen mit 
Jod blau. Sind die Querwände im Mvcel in einem bestimmten Ent- 
wicklungsstadium aufgelöst, also Wanddurchbrechungen entstanden, 
so sind auch in diesen Zellen keine rnet achromatischen Körperchen mehr 
zu beobachten. Deren Auflösung scheint somit mit derjenigen der 
Zellquerwandmitten im Mvcel parallel zu gehen. Diese Beobachtungen 
sprechen deutlich dafür, daß der Chemismus bei den Fibrosinkörperehen 
bzw. metachromatischen Körperchen und den Wandungen bei der Auf- 
lösung gleich, zum mindesten ähnlich ist. Es ist wohl anzunehmen, daß 
bei der Quellung der Querwände in den Archikarpien und Myeelzellen 
bzw. bei der Querw and porenbil düng und ebenso bei der W T iederauflosung 
der Fibrosinkorper in der keimenden Spore und der metachrornatisehen 
Körperehen im Plasma der vegetativen Hyphen gewisse» Fermente eine 
Rolle spielen. Die meta chromatischen Körperchen fungieren zweifellos 
als Reservestoff. Bezieht man, von einer einzelnen Zelle ausgehend, die 
Zahl der metachromatischen Körperchen auf den ganzen Thallus, so 
stellen diese in ihrer Gesamtheit, so klein sie im einzelnen sind, schon 
eine ganz beträchtliche Reservestoffmenge dar. 

Was die hier besprochenen, auf mikrochemischem Wege erschlossenen 
Reaktionen, wie diejenigen mit Jod und Korallinsoda anbelangt, so 
können sie allerdings keineswegs als eindeutige Reagenzien für ganz 
bestimmte, chemische Körper bezeichnet werden, namentlich wenn wir 
noch die Ergebnisse anderer Forscher zu Rate ziehen. W r as es mit den 
direkt eine blaue Jodfärbung gebenden Zell wandstoffen der Pilze für 
eine Bewandtnis hat, ist nach Czapek (5) bis jetzt noch unbekannt. 
Crii (3) hat die zugrunde liegende Substanz als Amylomycin bezeichnet. 
Errira (8) wies auf die Möglichkeit hin, daß in den sich mit Jod bläuenden 
Ascis lichenin- und isolicheninhaitige Kohlenhydrate Vorkommen. 
Bekannt ist die Jodbläuung unter anderen der Ascusspitzen vieler 
Disco- und mancher Pyrenomyeeten wie Sordaria und Sphwria, der 
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Hyphen des Dematium pullulans (21 ), der Sporenhäute des Schizo - 
Saccharomyces octosporus [siehe auch Czapek (5)]. 

Die von Zopf (25) beschriebenen und als Fibrosinkörperchen be- 
zeichneten, eigentümlichen Inhalt skörperchen der Podosphaera- Konidien 
rechnet Czapek (5) zu den Zellwandkohlenhydraten der Pilze. Den Aus- 
druck „Fibrose“ bzw. „Vasculose“ gebrauchte zuerst Frkmy für die 
Wandsubstanz der Gefäße höherer Pflanzen (5, S. 683). Nach Foex (9) 
fällt Fibrosin unter den Begriff „Callose“, die aber vorerst auch noch 
selbst als problematischer Stoff angesehen werden muß. Nachdem 
Zopf (25) eine Verwandtschaft des Fibrosins mit der sogenannten Pilz- 
zellulose angenommen hat, empfiehlt Molisch (12), die Fibrosinkörper- 
chen einer Prüfung auf Chitin zu unterziehen. Bei den hier 
untersuchten Pilzen reagieren die Zellwände nicht immer gleich auf 
Chlorzinkjod. Man erhält dabei ganz unberechenbar hellbraune bis 
violettrote Färbungen, und zwar an Hyphen, die aus einer und derselben 
Kultur stammen. Die Fibrosinkörperchen färben sich mit Chlorzink jod 
nicht. Die Wisselingh sehe Chitosanreaktion (24) ist, auf Hyphen- 
membranen angewendet, nach meinen Erfahrungen nicht eindeutig und 
sehr unzuverlässig bei Anwendung auf die Fibrosinkörperchen, nament- 
lich, wenn diese nicht aus der Spore isoliert sind, was größere Schwierig- 
keiten l>ereitet. Bemerkenswert ist vielleicht, daß die gequollenen 
Querwände in den Zellen der Hyphen und die Fibrosinkörnchen - diese 
aber nur kurz vor der Sporenkeimung sow ie die metachromatischen 
Körperchen in ebenfalls gequollenem Zustand Eiweißreaktion geben. 
Es ist aber meines Erachtens möglich, daß nur die an den genannten 
Zellbestandteilen angereicherten und tätigen Enzyme die Reaktion 
geben, ohne daß sie eine Beziehung zur chemischen Zusammensetzung 
der eigentlichen Untersuchungsobjekte hat. Callose zeigt allerdings 
auch schwache Eiweißreaktion und färbt sich mit Korallinsoda ebenfalls 
leuchtend rot. ('hitin. Callose, Fibrosin haben die Unlöslichkeit in 
Kupferoxydammoniak gemeinsam, dagegem reagieren Callose und 
Fibrosin nicht auf Chlorzinkjod. Es wurden auch die Reaktionen für 
Pektinstoffe zur Anwendung gebracht, ohne daß damit eine weitere 
Aufklärung gewonnen werden konnte. Ebenso wurden z. B. die Para- 
dextrane berücksichtigt, die bei der Hydrolyse Traubenzucker liefern, 
nachdem Tanretn Fungose und wohl auch ein Teil der als Callose be- 
schriebenen Stoffe mit Dextranen zusam menfallen sollen, aber ohne 
Gewinn für die Aufklärung der Verhältnisse in chemischer Hinsicht. 

ZiisaninienfiiRsiiiiir. 

Untersucht wurden nach den angegebenen Richtungen hin die 
Pilze Ascobolus immersus Pers. y A . furfuraceus Pcrs., Humaria granulaia 
Qua., Ascophanus carneus Pers. und Ascobolus citrinus nov. spec. Schw, 
Bei einigen anderen Pilzen, z. B. Ascobolus strobolinus nov. spec . Schw. 
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und Pyronema confluens Tul . , sind die Untersuchungen noch nicht ab- 
geschlossen. 

Die Kernverhältnisse, die hier allerdings nicht berührt worden sind, 
sind bei den erwähnten und auch schon von anderer Seite untersuchten 
apandrischen Formen in bezug auf Archikarp und Ascusbildung gleich. 
Übereinstimmung besteht auch in folgenden, kennzeichnenden Merk- 
malen: 

1. Das Archikarp entsteht bei allen aus einem knollenförmigen 
Mycelauswuchs, gleichgültig ob es später die typische Form der Woronin - 
sehen Hyphe annimmt oder nicht. Es erfährt zuerst seine vollständige 
Ausbildung, die Querwände sind normal. Nach völliger Fertigstellung 
des Archikarps sprossen an seiner Basis — bei linmana granulata Quä. 
aus den beiden Archikarpstielzellen - Hüllhyphen aus, die allmählich 
das ganze Archikarp als Mantel umgeben. Zur selben Zeit quellen die 
Archikarpquerwandmitten linsenförmig auf. Die Quellstellen sind die 
Vorboten für die spater hier entstehenden Querwand poren. Sie färben 
sich mit Korallinsoda leuchtend rot und werden durch Jodlösung ge- 
bläut, durch peptische und trvptische Fermente gelöst. Die un- 
gequollenen Wandungen zeigen keine dieser Reaktionen. Die Quell- 
stellen werden allmählich aufgelöst, und es entstehen die Querwand- 
poren, so daß eine Kern Wanderung aus den Nachbarzellen in die größte 
Archikarpzelle (ascogene Zelle) stattfinden kann. 

2. Die Mycelzellen weisen im Jugendstadium ebenfalls keine Quer- 
wandporen auf. Diese entstehen erst, nachdem die Querwand porenbildung 
in den Archikarpien schon eingesetzt hat, und nachdem diese schon zum 
größten Teil mit dem Hüllhyphenmantel umgeben sind. Die Querwand- 
porenbildung in den Mycelzellen steht mit derjenigen in den Archikarpien 
in engem Zusammenhang und erleichtert den Nahrstofftransport für 
den weiteren Aufbau der Fruchtkörper. Um die Ernährung der rasch 
wachsenden Fruchtkörper zu fördern und diese mit dem Substrat enger 
zu verbinden, entsteht um jeden Fruehtkörper noch ein kleiner sekun- 
därer Thallus. Der Durchbrechung der Querwände im Myeei gehl wie 
im Archikarp eine Quellung ihrer Zentren voraus. Die gequollenen 
Hyphenquerwandmitten weisen, was die Farbbarkeit und das Ver- 
halten gegenüber Verdauungsfermenten anbelangt, dieselben Eigen- 
schaften wie die im Archikarp auf. Die Querwandporen entstehen im 
Mycel nicht alle gleichzeitig, sondern ihre Bildung richtet «ich jeweils 
nach der Entwicklung der Fruchtkörper auf dem Thallus von Hexenring 
zu Hexenring in akropetaler Folge, ln Hyphen fruehtkör]:>orloser Thalli 
entstehen keine Querwandporen. 

3. Im Plasma völlig nach gereifter Ascosporen sind kleine Körperchen 
eingebettet, die in Gestalt und in chemischer Beziehung an die von 
Zopf (25) in den Podosphaera - Konidien aufgefundenen Fibrosinkörper 



Zytologische und mikrochemische Untersuchungen usw. 


177 


erinnern . Bei der Keimung der Sporen werden diese , , Fibrosinkörperchen* ‘ 
aufgelöst. Der Auflösung geht eine leichte Quellung voran. In 
gequollenem Zustand sind sie zum Unterschied von denjenigen der 
ruhenden Spore mit Korallinsoda und Jod färbbar und werden durch 
Verdauungsfermente aufgelöst. Die Fibrosinkörperchen fungieren 
als Reservestoffe. 

4. Die sogenannten ,, metachromatischen Körperchen“ in den 
Hyphenzellen scheinen ebenfalls als Reservestoffe zu dienen. Sie liegen 
meist in der Nähe der Querwände. Während der Quellung der Hyphen- 
wände vor der Entstehung der Wanddurchbrechungen quellen die 
meta chromatischen Körperchen ebenfalls leicht auf. In diesem Zustand 
sind sie wie die gequollenen Querwände mit Korallinsoda und Jod färb- 
bar und halten Verdauungsfermenten gegenüber ebenfalls nicht stand. 
Ihre Auflösung zum Zwecke des Weitertransports als transitorische 
Reservebaust offe erfolgt zur Zeit der Querwandporenbildung in den 
Hyphen. 

5. Die Zellmembranen, die Fibrosin-, sowie die metachromatischen 
Körperchen scheinen den bisherigen Prüfungen zufolge gleiche oder 
mindestens ganz ähnliche chemische Zusammensetzung zu haben. 
Ihre gleiche Veränderung im gequollenen Zustand, einerseits als Membran 
vor Entstehung der Querwandporen, andererseits als Fibrosin- und 
metachromatische Körperchen vor der Auflösung, sow ieihre nachträgliche 
Auflösung deuten ebenfalls auf Einheitlichkeit der chemischen Zu- 
sammensetzung hin. Die Substanz der Fibrosin- und metachromatischen 
Körperchen wäre also, wie Zopf und Moli sch schon vermuteten, Pilz- 
membranstoff. Die vorliegenden Untersuchungen nach der chemischen 
Richtung hin genügen aber nicht, genaue Angaben über die hier in Frage 
kommenden Stoffe zu machen. Audi gehen die Untersuchungs- 
ergebnisse, die von verschiedenen Autoren bisher über die Zellwandstoffe 
der Pilze gewonnen wurden, zum Teil sehr weit auseinander. 
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Nachtrag. 

Nach Abschluß vorstehender Abhandlung machte ich die unlieb- 
same Wahrnehmung, die Ergebnisse zweier neueren Arbeiten unberück- 
sichtigt gelassen zu haben. Soweit sich diese Befunde auf das Thema 
beziehen und zur Ergänzung desselben beitragen, seien dieselben hier 
noch erörtert. Es sind dies die Arbeit von Adolf Jahn , ,,t v ber Wachs- 
tum, Plasmaströmung und vegetative Fusionen bei Humaria Uuco- 
loma Hedw .“ (Zeitsehr. f. Bot. 27, 193, 1934) und lrmg . Kerl, „Über 
Regenerationsversuche an Fruchtkörpern und andere entwioklungs- 
physiologische Untersuchungen bei Pyronema conflutns (ebenda 31, 
129, 1937). 

Jahn weist unter anderem besonders auf die plasmatischon Massen- 
strömungen bei Humaria leucoloma hin, die auch schon in ganz jungen 
Hyphen festzustellen sind und auf endonomen und ektonomen Vor- 
gängen beruhen. Das Plasma strömt in der ganzen Hyphenbreite. Die 
Hyphen sind durch Querwände in eine Reihe Zellen eingeteilt. Die 
Hyphenquerwände besitzen hier auch eine zentrale Öffnung, die dem 
Plasmastrom den Durchtritt gestatten. Je nach der Breite der Hyphen 
haben diese Septenöffnungen einen Durchmesser von 2 bis 10 p,. Über- 
einstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen sind auch die «/örA?& sehen 
Befunde, daß die Septen erst in einiger Entfernung von dem 
Hyphenspitzen angelegt werden und sich zuerst gegen die Hyphenmitte 
vorwölben. Die Querwandporen bildung ist im einzelnen schon innerhalb 
weniger Minuten vollendet. Der Plasmastrom wird durch die Quer- 
wandporen etwas behindert. Er kommt, worauf Jahn besonders hin- 
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weist, in seiner ganzen Breite an die Querwand und wird hier eingeengt. 
Der mittlere Strom kann ohne weiteres die Öffnung passieren, während 
der äußere gestaut wird. Vor der Septe entsteht eine Wirbelbewegung, 
die dem Hauptstrom entgegengerichtet ist. Hinter der Septe zeigt 
sich dasselbe Bild (durch Abb. 5 bei Jahn demonstriert). 

Bei Pyronema confluens stellt Ir mg. Kerl ebenfalls Querwand- 
poren im Mycel fest, die auch schon Bullet 1933 beschrieben hat. Kerl 
schnitt einzelne Hyphenzellen aus dem Mycel heraus. Dabei verstopften 
sich die Zentralporen in den Querwänden, durch die im normalen Zell- 
verband das Protoplasma gewöhnlich mit ziemlich erheblicher Ge- 
schwindigkeit frei durch die Zellzüge hindurchströmt, nach dem An- 
stechen der Nachbarzellen durch Plasmapfropfen. Bei der Regeneration 
der isolierten Zelle zu neuem Mycel wurde dann der kallusartige Pfropfen 
durch den sich aus dieser Zelle neu bildenden Mycelfaden nach außen 
zur Seite gedrängt, worauf dieser sich durch die Pore hindurch- 
zwängte (Kerl, Abb. 1). Was die Entstehung der Fruchtkörper an- 
belangt, so stimmen die Kerl sehen Befunde ebenso mit den meinigen 
überein. Die jüngsten Anlagen der Sexualorgane bilden ebenfalls 
knollenförmige Auswüchse am Mycel. Die Anlagezellen der Ascogone 
lassen schon deutlich die Trichogynen als dünne schlauchförmige Aus- 
wüchse bzw. Fortsätze erkennen. Die Basalmembran der Trichogyne 
ist aber noch nicht ausgebildet (Kerl, Abb. 2d und 2e). Die Querwand 
zwischen Trichogyne und Ascogon entsteht erst später, worauf Kerl 
in der Abb. 3a hinweist. Hier werden also auch in den Ascogonen — 
die Trichogynen sind mit inbegriffen — zunächst wie bei apandrischen 
Formen die Querwände bis zur Geschlechtsreife vollständig ausgebildet; 
erst dann entstehen zwecks Kernv* anderung Wanddurchbrechungen. 
Die Querwandporen sind also auch nicht von Anfang an vorhanden. 
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Über Bestrahlung von Chlorella vulg&ris mit Röntgenstrahlen 1 . 

Von 

Käthe Pietschmann. 

Mit 10 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 24. April 1937.) 

Die Vererbungsforschung beschäftigt sich gegenwärtig im wesent- 
lichen: 1. mit cytologischen Untersuchungen über den Feinbau der 
Chromosomen ( Caspersson ), 2. mit physiologischen über die Wirkungs- 
weise der Gene im entwicklungsphysiologischen Geschehen ( Goldschmidt , 
Kuhn und Mitarbeiter), und 3. mit Untersuchungen über die Beeinfluß- 
barkeit des Verhaltens der Chromosomen in der Konjugationsphase 
durch äußere und innere Einwirkungen ( Oehlkers und Mitarbeiter), eine 
Verbindung von Cytogenetik und Physiologie. 

Bisher sind die Vererbungsforschungen in erster Linie an höheren 
Organismen in Angriff genommen worden. Indessen liegt es nahe, die 
Mikroorganismen in größerem Umfange als bisher einzubeziehen. Die 
Vererbungswissenschaft kann dadurch ganz allgemein neue Gesichts- 
punkte gewinnen, vor allem aber für zwei Grundprobleme, nämlich für 
die Physiologie des Zellkerns bzw. der genetischen Substanz (besondere 
Verhältnisse bei Bakterien und Cyanophyceen, rein vegetative Ver- 
mehrung bei Bakterien und gewissen Algen) und zweitens für die Physio- 
logie der geschlechtlichen Differenzierung (Anfänge bei Pilzen und 
niederen Algen, M. Hartmann und Mitarbeiter). Zudem könnte bei der 
einfacheren Organisation der Mikroorganismen der Weg von Erb- 
anlage zum verwirklichten Merkmal übersehbarer und leichter experi- 
mentell beeinflußbar sein als bei dem komplizierteren Entwicklungs- 
geschehen höherer vielzelliger Organismen. 

Diese größere Einfachheit im Bau bringt allerdings einen gewissen 
Mangel an äußeren Merkmalen mit sich, der für das Experiment er- 
schwerend ist. Jedoch gibt es auch bei Mikroorganismen wohlcharak- 
terisierte Merkmale, die Untersuchungen über Vererbungsvorgänge 
aussichtsreich erscheinen lassen. Durch die geringe Größe der meisten 
mikrobiologischen Objekte sind für die cytologische Untersuchung 
allerdings besondere Schwierigkeiten gegeben, denen nur mit den 
besten optischen Hilfsmitteln zu begegnen sein wird. Seit durch den 


1 Ausgeführt mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft). 
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Mikromanipulator getrennte Aufzucht einzelner Zellen und experimen- 
telle Eingriffe an ihnen ermöglicht sind, ist eine wesentliche Vorbe- 
dingung für das Arbeiten mit Mikroorganismen erfüllt. 

Versuchsergebnisse. 

Material und Arbeitsverfahren. 

Im folgenden wird über den Einfluß von Röntgenstrahlen auf die 
Teilungsvorgänge von Chlorella vulgaris berichtet. Diese Alge teilt 
mit Bakterien die Eigenschaft, sich, soweit bekannt, nur ungeschlechtlich 
zu vermehren, bietet aber ihnen gegenüber den Vorteil erheblicherer 
Größe und größerer Empfindlichkeit gegenüber Röntgenstrahlen; 
ferner läuft die Zellteilung bei ihr bedeutend langsamer ab als bei 
Bakterien, so daß sich das anfallende Beobachtungsmaterial isolierungs- 
technisch leichter bewältigen läßt. 

Soweit einzellige Algen bisher für Bestrahlung« versuche herangezogen 
wurden, geschah es, um ihre Strahlenempfindlichkeit, insbesondere auch bei 
verschiedenen Wellenlängen und im Vergleich zu anderen Objekten (Hefen, 
Bakterien, Zellen höherer Pflanzen), festzustellen. Die Schädigungskurve für 
Algen wurde in verschiedener Hinsicht untersucht (H. und M. Langendorff 
und A . Reusa). Forssberg verwendete für seine Versuche neben anderen 
Algen auch Chlorella vulgaris, die er von Prof. Pringsheim , Prag, bezog. Er 
stellte Untersuchungen über die Wirkung des Zeitfaktors an, indem er eine 
bestimmte Dosis in verschieden langen Zeiten gab. Die verschiedenen Wir- 
kungen wurden durch Auszählen der abgestorbenen Algenzellen ermittelt. 
Er beobachtete bei den uberlel>enden liestrahlten Zellen eine „Zellteilungs- 
Verzögerung“ gegenüber den unbestrahlten Kontrollen. Die unbestrahlten 
Zellen waren zu bedeutend zellreicheren Kolonien herangewachsen als die 
überlebenden bestrahlten Zellen. Wie sich die Röntgenschädigung bei den 
Überlebenden und ihron Nachkommen auswirkt, wurde nicht näher unter- 
sucht. 

Chlorella vulgaris laßt sich leicht, in einer Nährlösung mit und ohne 
Agarzusatz züchten. Als Ausgangskultur diente für die Versuche eine 
Reinkultur, welche Herr Prof. Pringsheim , Prag, seinerzeit für andere 
Versuche freundlicherweise übersandt hatte. Von dieser wurden mit 
dem Mikromanipulator Einzellkulturen angelegt; die entstehenden 
Kolonien wurden auf Röhrchen abgeimpft, und auf diese Weise wurden 
verschiedene Klone erhalten. 

Als Nährboden diente eine 0,25 ° 0 ige Losung von Liebig s Fleischextrakt 
in einfach destilliertem Wasser mit Zusatz von 1,5 ° G Agar, der in der Regel 
bis zu 48 Stunden in fließendem Wasser gewaschen war, um ihn möglichst 
optisch rein zu machen; mit Soda wurde neutralisiert. Chlorella vulgaris 
wächst in Einzellkultur sehr gut und verträgt das Isolieren mit einer Mikro - 
pipette mit Hilfe des Mikromanipulators in der Regel ohne Schaden. Nur 
kurz nach dem Freiwerden aus der Mutterzelle scheinen die Zellen gegen 
diese Behandlung empfindlicher zu sein. Stärkeres Aus trocknen des Agar- 
tropfens wird bei längeren Isoliermanipulationen nicht gut vertragen; beide 
Schädigungen sind aber vermeidbar. 



182 


K. Pietschmann : 


Für die Bestrahlungen und die Kontrollen wurden von den in Röhrchen 
gezogenen Klonen etwa 2 bis 3 Tage vor der angesetzten Bestrahlung erneut 
Isolierungen auf Agarhängetropfen über Hohlschliffobjekttr&gem angelegt. 
Die entstehenden 1 * * * * * * 8- oder 16zelligen Kolonien wurden zur Hälfte für die 
Bestrahlung, zur Hälfte für die Kontrollen verwendet. Wenn ganze Ko- 
lonien zur Bestrahlung kamen, wurden Geschwisterkolonien für die Kon- 
trollen genommen. Auf diese Weise kam möglichst gleich altes und gleich 
veranlagtes Material zur Verarbeitung. Die Zellen einer Kolonie wurden auf 
den Agarhängetropfen in solchem Abstand voneinander aufgebracht, daß 
die Tochterkolonien sich nicht berühren konnten; ihr Lageplan im Gesichts- 
feld des Mikroskops wurde immer in einer Skizze auf einer Kartothekkarte 
festgehalten, auf welcher Herkunft und weiteres Schicksal der einzelnen 
Zellen vermerkt wurde. Nach den Kartothekkarten wurden jeweils die 
Stammbäume nachgetragen und nach den Stammbäumen die Statistik an- 
gefertigt. 

Die Zellgenerationen folgen in an sich günstigen Zeitabstanden auf- 
einander; die große Anzahl der Toihingsprodukte im Verlaufe mehrerer 
Generationen macht es aber technisch trotzdem unmöglich, alle Abkömm- 
linge weiter zu verfolgen. Es wurde bei dem in der Regel zweitägigen 
Teilungsrhythmus so verfahren, daß die Hälfte der Einzellpräparate an 
einem Tage durchgezählt, die andere Hälfte weiter vereinzelt wurde, wahrend 
am nächsten Tage umschichtig gearbeitet wurde, wobei nachhinkende 
Teilungen mit zur Isolierung kamen. Neben deutlich veränderten Zell- 
generationen wurden auch anscheinend normal gebliebene Stammhaumaste 
nicht außer acht gelassen, tind unter Gasch wist ern wurden neben abnormen 
Teilungen auch normale isoliert. Trotz aller Bemühungen mußten die Iso- 
lierungen gegenüber dem Umfange des anfallenden Materials jedoch den 
Charakter von Stichproben behalten, was selbstverständlich den absoluten 
Wert der statistischen Bearbeitung beeinträchtigt. 

Nachdem sich bei Vorversuchen herausgestellt hatte, daß bei einer 
Bestrahlung mit 30000 r* in 15 Minuten von den wenigen ülierlebenden 
Zellen höchstens noch zwei weitere Zellgenerationen zu erhalten waren, daß 
anderseits eine Dosis von 10000 r in 5 Minuten schon eine deutliche 
Schädigung ergab*, wurden in den hier verarl leiteten Vorsuchen jeweils 
10000 r verabfolgt. Im ersten Versuch lagen folgende physikalische Be- 
dingungen vor: 100 kV, 4 Milhamp., Grenzwel len länge 0,124 A, gefiltert 
mit Nickelfokusblech von 0,5 mm Halb wertsschicht ~ 0,35 mm Cu, Fokus- 
abstand 0,5 cm. Dosis: 10000 r in 5 Minuten; in den übrigen Versuchen 
herrschten die folgenden Bedingungen: 90 kV - 158 Volt am Selialttisch, 
4 Milliamp., Grenzwellenlänge 0,137 A, gleiche Filterung, Fokusabstand 
1,8 cm. Dosis 10000 r in Ö 1 /* Minuten. Im letzten Versuch wurden fünf 

1 Eine Zelle von Chlorella teilt sich („Mutterzelle“) unter den hier oin- 

gehaltenen Versuchsbedingungen normalerweise in 8 oder 10 Tochterzollen, 

die eine 8er- oder 16er- „Kolonie“ und die erste „Generation“ darstellen. Die 

Tochterzellen entstehen innerhalb der Mutterzelle in 3 bzw. 4 „Toilungs- 

schritten“, womit nichts darüber ausgesagt werden soll, ob jeder Kern- 

teilung unmittelbar eine Plasmateilung folgt, oder ob die Kernteilung vor der 
Aufteilung des Plasmas durchgeführt wird (freie Zellbildung). — * r hier 

und im folgenden == Röntgeneinheiten. — 8 Foresberg bestrahlte Chlorella 

mit 5000 r, die übrigen Algen mit 10000 r. 
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Präparate mit je 16 Zellen unter den an zweiter Stelle geschilderten Be- 
dingungen in Abständen von je 3 Stunden bestrahlt, während die sechste 
16er Geschwisterkolonie als Kontrolle diente. Die Bestrahlungen wurden 
in der Uni versitäts -Frauenklinik, Direktor Prof. Martins l , ausgeführt, und 
zwar mit der Apparatur, die im übrigen therapeutischen Zwecken diente. 
Nach der Bestrahlung wurden die Zellen immer auf dem Agar belassen, und 
erst nach erfolgter Teilung wurden die Tochterzellen auf neuen Agartropfen 
vereinzelt. Waren wenigzellige Kolonien gebildet, so wurden gelegentlich 
auf einem Agartropfen mehrere Kolonien räumlich voneinander getrennt 
vereinzelt. Blieb bei einer Zelle die erste Teilung nach der Bestrahlung sehr 
lange aus, so wurde sie zur Prüfung ihrer Lebensfähigkeit auf neuen Agar 
gebracht; meist ist aber eine Schädigung ohne weiteres erkennbar. Die 
Hangetropfenpräparate wurden in feuchten Kammern bei Zimmertempera- 
tur aufbewahrt. Die Deckgläser wurden mit Wasser an den Objekt- 
trägern befestigt. Diese wurden, um Platz zu gewinnen, mit Plastilin in 
Gruppen bis zu fünf ul>oreinander gekittet; ein Einfluß von Belichtungs- 
unterschiedon auf die Grünfärbung der Algen wurde dabei nicht beob- 
achtet. Direktem Sonnenlicht waren die feuchten Kammern nicht aus- 
gesetzt (Nordfenster). 

Tm Laufe der Untersuchungen wurde dreierlei Material gewonnen : 
erstens bestrahltes, das von der Bestrahlung ab bis im Höchstfälle zur 
22. Generation in Einzellkulturen weitergeführt wurde, zweitens un- 
bestrahltes Kon troll material, im Höchstfälle bis zur 20. Zellgeneration 
weitergeführt, und drittens als ,, vorbestrahlt“ bezeichnete Klone, die 
von einem bestrahlten Klon abstammten (Näheres unten). 

Insgesamt kamen 13278 „Falle“ zur statistischen Behandlung. 
Diese Zahl umfaßt die Häufigkeit des Vorkommens von den hier als „nor- 
mal“ anzusehenden 8 er und Hier und den abnormen Teilungen, das Heran- 
wachsen ohne nachfolgende Teilung und das Absterben ohne Heran- 
wachsen: nicht in ihr enthalten smd die für die sichere Zellenzählung 
ausfallenden, weil zu weit entwickelten Kolonien, ferner die wegen 
starken „Verklumpens“ nicht auszählbaren Teilungsfälle und die 
technisch verunglückten. 

Von diesen 13278 Fällen entfallen 0108 Fälle aus 10 Zellgenera- 
tionen auf die Bestrahlten, 1010 Fälle aus 5 Generationen auf die Vor- 
bestrahlten und 0100 Fälle aus 20 Generationen auf die unbestrahlten 
Kontrollen. Es wurden sowohl jeder Stammbaum für sich behandelt, 
als auch entsprechende Zellgenerationen aller Klone der gleichen 
Materialgruppe. Aus den Eüizelstammbäumen sind individuelle Unter- 
schiede, ferner bewußte Selektion hinsichtlich veränderter oder normaler 
Teilungszahlen deutlich erkennbar. 

1 Für das bereitwillige Entgegen koim non, die Bestrahlungen trotz 
starker Inanspruchnahme der Röntgenabteilung zu wiederholten Malen 
einzuschieben, sei Herrn Prof. Martins , dem Physiker der Klinik Herrn 
l)r. Witte und der Röntgenassistentin Frl. Braun herzlich gedankt. 
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Das bestrahlte Material umfaßt neun Klone ; davon wurden in den 
Verteilungskurven (Abb. 8 bis 10) 10 Zellfolgen verwertet, obwohl 
manche Klone noch weitere Zellgenerationen hindurch isoliert wurden, 
um zu beobachten, ob ein Abklingen der Schädigung zu bemerken wäre. 
In diesen 10 Generationen sind ebenso viel Teilungsfälle zur Beob- 
achtung gelangt wie in den 20 Generationen des Kontrollmaterials. 
Auch deshalb wurden die weiteren Generationen nicht mit in die 
Statistik einbezogen. Die einzelnen Zellgenerationen setzen sich zu- 
sammen aus: 


1. Zellgeneration 

9 Klone mit 

218 Teilungsfällen 

2. 

>» 

9 

99 

99 

529 

99 

3. 

»> 

9 

99 

99 

1057 

99 

4. 


9 

99 

99 

1210 

99 

5. 

»♦ 

9 

99 

99 

1275 

99 

6. 

99 

8 


99 

1045 

99 

7. 

99 

6 

99 

99 

382 

99 

8. 

99 

3 

99 

99 

265 

99 

9. 

99 

2 

99 

99 

172 

99 

10. 

99 

2 

99 

99 

158 

6311 Teilungsfälle. 


Abzüglich der 143 für die Verteilungsverhaltnisse nicht auswertbaren 
verbleiben 6108 Fälle. 

Das vorbestrahlte Material stammt von einem Klon ab, der am 
15. Februar 1934 in 5 Minuten 10000 r erhalten hatte. Am 29. Mai 1934 
wurden die Hängetropfenisolierungen unterbrochen: die teils normalen, 
teils abnormen Nachkommen von fünf Ser-Kolonien wurden zusammen 
auf ein Röhrchen abgeimpft; sie stellten die 21. und 22. Zellgeneration 
dieses Stammbaumes dar. Die Geschwister dieser fünf Her- Kolonien 
waren auch abnorm in ihrem Teilungsverhalten gewesen. Am 19. Februar 
1936 wurden von einer (am 9. Dezember 1935 angelegten) Weiter- 
impfung des Röhrchens erneut Einzellpräparate auf Agarhängetropfen 
hergestellt und weiter isoliert gezogen. Dieses als „vorbestrahlt“ be- 
zeichnete Material umfaßt in fünf Zellgenerationen: 


1. 

Zellgeneration 

11 

Klone mit 

124 Teiiungsfälien 

2. 

99 

9 

99 

99 

382 

3. 

99 

7 

99 

99 

296 

4. 

99 

5 

99 

99 

142 

5. 

99 

3 

99 

9t 

70 

1014 TeilungBfälle. 


Abzüglich der 4 für die Verteilungs Verhältnisse nicht auswertbaren ver- 
bleiben 1010 Fälle. 
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Als Kontrollmaterial wurden insgesamt 22 Klone gezüchtet. Die 
Anzahl der Klone und der Teilungsfälle war in den einzelnen Zell- 
generationen folgende: 


1 . 

Zellgeneration 

22 Klone 

mit 

319 Teilungsfällen 

2. 


10 

tt 

tt 

557 

tt 

3. 

»» 

10 

tt 

** 

417 

tt 

4. 

ft 

9 

tt 

tt 

448 

tt 

ö. 

tt 

7 

tt 

tt 

462 

tt 

6. 

ft 

7 

tt 

tt 

454 

tt 

7. 

tt 

0 

tt 

tt 

467 

tt 

8. 

tt 

5 

tt 

tt 

331 

tt 

9. 

tt 

3 

tt 

tt 

368 

tt 

10. 

tt 

3 

tt 

tt 

403 

tt 

11. 

tt 

2 

tt 

tt 

418 

tt 

12 . 

tt 

2 

tt 

tt 

243 

tt 

13. 

tt 

2 

*♦ 

tt 

261 

tt 

14. 

tt 

2 

tt 

tt 

322 

tt 

15. 

tt 

1 

Klon 

tt 

223 

tt 

16. 

tt 

1 

** 

tt 

155 

tt 

17. 

tt 

1 

tt 

tt 

172 

tt 

18. 

tt 

1 

t* 

tt 

133 

tt 

19. 

tt 

1 

tt 

tt 

58 

tt 

20. 

tt 

1 

tt 

*♦ 

48 

tt 


6259 Teilungsfälle. 

Abzüglich der 159 für die Verteilungsverhältnisse un verwert baren ver- 
bleiben 6100 F&lle. 

Die Photogramme wurden nach Neu Isolierungen von den auf Röhrchen 
weitergezogenen bestrahlten und unbestrahlten Klonen hergestellt, und zwar 
wurden die Hohlschhffobjekttragerkulturen meist direkt photographiert. 
Um die Kondenswassertröpfchen im Hohlschliff möglichst aus dem Bild 
auszuschalten, wurde mit einer der Objektivapertur ungefähr gleichen 
Apertur beleuchtet. In den Fällen, wd dio Tröpfchen zu sehr störten, wurden 
die Deckgläser auf einen planen Objektträger mit Glasring für die Zeit der 
Aufnahme übertragen. Verwendet wurden die Zeiss-Apochromate 10 X 
n. Ap. 0,30 und 20 X n. Ap. 0,65 in Verbindung mit dem Homal 3. 

t’ytologisclie Unters\ichungen über die normale und die abgeänderte 
Teilung konnten bisher leider noch nicht in befriedigender Weise in Angriff 
genommen werden, obgleich sie unerläßlich sind, um ein sicheres Urteil über 
die Art der hier vorliegenden Röntgenschädigung zu gewinnen. Es handelt 
sich bei Chlorella um sehr kleine Kerne, etwa in der Größe des Hefekems. 
Für diese Untersuchungen könnte die Ultraviolett-Mikrophotographie nach 
A. Köhler 1 mit Vorteil angewendet werden, nicht nur für Aufnahmen von 
fixiertem und gefärbtem Material wegen der besseren Aiiflösungsbedingungen, 
sondern vor allem für Serienaufnahmen an heranwachsenden und sich 
teilenden Zellen in lebendem bestrahlten und un)>estrahlten Material. Die 
spezifische Ultraviolettabsorption der Nukleinsäuren des Chromatins würde 
schon am lebenden Objekt die Kerne ohne Färbung zu erkennen gestatten 
(Ca8perwon 9 Oehlkera). 

1 Die Beschaffung der Apparatur war dem Institut bisher leider noch 
nicht möglich. 
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Allgemeine Beobachtungen an normalem , unbestraftem Material . 

Chlorella vulgaris hat ihren Namen von Beijerinck erhalten, der zuerst 
die Alge eingehender untersucht hat. Nach ihm hat sich Orintzesco mit ihr 
beschäftigt; seine Abbildungen haben weitere Verbreitung gefunden 
( Strasburgers Lehrbuch, Paschern Süßwasserflora). Nach Beijerinck soll 
der Chromatophor mit der Teilung beginnen, indem er nacheinander in 2, 

4, 8, 16 Teilstücke auseinanderfalle. Zugleich vermehre sich der Kern, und 
das farblose Protoplasma scheine sich dem Teilungsprozeß ebenfalls anzu- 
schließen, so daß man schließlich 16 sehr kleine Zellen innerhalb der Zellhaut 
der Mutterzelle beobachten könne. Als Abweichungen von diesem regel- 
mäßigen Vermehrungsgange finde man ein Ausbleiben irgendeines der 
Produkte der 2-, 4- oder 8-Teilung und weit seltener eine „Vermehrung 
durch Abschnürung“. Auf Einzelheiten geht Beijerinck nicht ein. 

An Zellen, die in Salzwasser gewachsen waren, konnte Beijerinck den 
Zellkern sehen; an gewöhnlichen Zellen ist er nicht mit Sicherheit zu er- 
kennen, -wie auch Qrintzesco angibt. Wegen der Färbbarkeit mit sogenannten 
Kemfarbstoffen wurde das beobachtete Köqierchen als Kern angesprochen. 
Nach Beijerinck sollen nicht selten zwei oder drei Kerne in einer Zelle Vor- 
kommen; auch Grintze8co fand gelegentlich zwei Kerne und stellte fest, daß 
2-, 4- oder 8-Teilung vorkam, je nachdem, was für ein Nährboden gewählt 
war. Die 16er-Teilung, die Beijerinck als Regel angibt, hat Orintzesco nur 
selten beobachtet, was er mit dem andersartigen Nährboden erklären 
mochte. Seine Abbildungen geben die Belege für 2er-, 4er- und 8er-Teilung; 
in seiner Abb. 4, wo die 8er-Teilung in sechs Stadien gezeichnet ist, fallt 
an 4e auf, daß 10 Zellen gezeichnet sind; möglicherweise ist in dem Material 
also doch häufiger die 16er-Teilung vorgekommen und dem Autor nicht auf- 
gefallen. Nach Beijerinck soll bei sehr günstiger Ernährung in flüssigem 
Nährmedium die Zellteilung auf jeder Stufe der von ihm behaupteten 
Zweiteilung unter sukzessivem Wachstum vor sich gehen, wodurch gewöhn- 
lich schon bei der zweiten Teilung die Zellhaut der Mittterzelle gesprengt 
werde. Auch im Körper von Protozoen soll Chlorella vier Zellen bilden. 
Orintzesco findet bei günstigen Bedingungen zunächst Her-Teilung, sputer 
sinkt die Vermehrung auf 4er- und weiter auf Zweiteilung. Dann findet 
der Übergang zu einer latenten, gegen Austrocknen recht unempfind- 
lichen Lebensform statt. 

Forssberg hält seine Kulturen bei 23° C und täglich achtstündiger 
künstlicher Belichtung. Das Teilungsintervall soll 24 Stunden betragen. 
Wieviel Zellen aus der Mutterzelle frei werden, ist nicht angegeben. Bei den 
eingehaltenen Versuchsbedingungen wurden, wie seine Tabelle III (1933, 

5. 403) zeigt, im Höchstfälle 14 Zellen von den die Bestrahlung überlelienden 
Chlorellen gebildet, wahrend die Kontrollen in derselben Zeit etwa 50 Zellen 
je Kolonie zahlen sollen. 

Die neueste Arbeit über ChloreUa von Pearsall und Loose erweckt einige 
Zweifel, ob den Verfassern tatsächlich ChloreUa vulgaris in Reinkultur Vor- 
gelegen hat. Sie beschreiben fünf verschiedene, aufeinanderfolgende 
Stadien. Bei dem jüngsten Stadium (100 Zellen je emm KulturfiÜHsigkeit) 
soll das Protoplasma aus der Mutterzelle frei werden und sich in 4 bis 
16 Plasmapartien teilen, die amöboid zu sein scheinen. An dieses Stadium 
schließt sich dasjenige mit 2er- und 4 er -Teil ungen. Wenn mit zunehmendem 
Alter der Kultur die Membran fester werde, käme es zur 8-Zellenbildung, 
da die Teilprodukte nicht früher frei werden könnten. Im Stadium 3 
(6000 Zellen je emm) werden nach den Verfassern 4 und 8 Zellen gebildet. 
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Für Stadium 4 werden 8 und 16 Zellen, diese als selten, beschrieben; ferner 
sollen auf diesem Stadium in geringer Anzahl Schwärmer auftreten; von 
diesen Schwärmern sollen mindestens bis zu 30 aus einer Zelle hervorgehen; 
sie sollen zwei Ceißeln haben. Stadium 5 weist vakuolisierte Zellen, ähnlich 
den älteren Zellen höherer Pflanzen, und Teilungsschübe in Abständen von 
2 Tagen auf. Bewegliche Schwärmer und amoboide Zellen sind m. W. 
sonst nicht bei Chlorella vulgaris beschrieben worden. Der Angabe stehen 
die Angaben von Beijerinck und Grintzeseo gegenüber, die ausdrücklich 
betonen, daß sie keine beweglichen Zellen beobachten konnten. Sie ver- 
suchten, den damaligen Möglichkeiten entsprechend, möglichst Einzell- 



e 

Abi» 1 1 uU'Htrahlt a 10«i -Kolonie, etwa 24 Stunden alt. 31 2 mal. b Dieselbe Kolonie 22 Stunden 
Hpntci 312 mal c Dieselbe Kolonie, isoliert lOSmal d Dieselbe Kolonie 24 Stunden später. 
lOHmal e Mit tiefe (liier) und rechte (16er) Kolonie der zueitunternten Reihe, Stunde spater. 

31 2 mal. 

beobacht ungen anzustellen, während Pearsall und Loose ihre Angaben an- 
scheinend in der Hauptsache auf Stichproben aus Kölbchen- oder Röhrchen - 
kulturen gründen und der Unliequemliclikeit , mit wi nrzen Zellen zu arbeiten, 
aus dem Wege gegangen sind. 

Bei den in dieser hier vorliegenden Arbeit eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen ergab sieh folgendes: 

Chlorella vulgaris bildet in Einzellkultur auf Liebig-AgHT oder in 
Lösung unter den ihr zusagenden Bedingungen normalerweise 

13 * 
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8 oder 16 Tochterzellen (Abb. la und 2 a). Die Teilungsfreudigkeit 
bleibt monatelang gleich, wenn man die Tochterzellen jedesmal auf 
einem neuen Agartropfen vereinzelt. Läßt man sie auf dem gleichen 
Tropfen sich weiter entwickeln, so wächst eine große, makroskopisch 
sichtbare, schön grün gefärbte, vielzellige und vielschichtige Kolonie 
heran, die sich leicht auf Röhrchen abimpfen läßt (Abb. 3d). In ihrem 

m 

a b c d 

Abb 2. a unbestrahlt, l> bis d bestrahlt a Normale sei -Kolonie, etwa 24 Stunden alt. 312mal 
b 4 ei- Kolonie. 332mal. v 7 er- Kolonie, kurz nach der Teilung. 350 mal. d 15er-Kolonie mit 
großer Zelle (weite Zelle \on j erlitt» in der mittleren KoJhc) 3ü8mal 


Wachstum auf dem Agartropfen ist sie 
natürlich, wie jede Kolonie eines Orga- 
nismus, begrenzt. Die 
Teilungen erfolgen 
offenbar sehr regel- • 

mäßig; denn die . • 




SP' 




* 


«I 


» •• 

• # 

• • 


d 

Abb. 3. a bis c bestrahlt, d unbestralilt. a 15 er-Kolonle mit großer Zelle. 308 mal. b Isoliert; die 
große Zelle liegt in der dritten (Juerrcihe rechts außen. 70 mal. c Dieselbe Kolonie geteilt und zum 
Zählen vorbereitet. Die dicke Zelle bat 28 gebildet, ln der zweituntersten Querreihe reelits außen 
15er-Kolonie, sonst 1 Oer-Kolonien. 00 mal. d 1 5 er- Kolonie, Isoliert und zu Tocbterkoloiüen aus- 
gewachsen; die größte Kolonie entspricht der großen löer-Zelle. Die Gleichzeitigkeit der Kolonien 

ist zu beachten. 01 mal. 
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Zellen sind bis auf ganz geringe Ausnahmen, wo einmal eine besonders 
große Zelle zu sehen ist, durchweg von gleicher mittlerer Größe. In 
Röhrchenkultur, die etwa alle Monat übergeimpft wurde, trifft man 
dagegen auch dickwandigere und ungleich große, also ungleich alte 
Zellen an. Die Teilungsfähigkeit wird geringer; es treten Vierer- 
teilungen auf, was auch Grintzesco beschreibt. Bei Erstisolierungen 
aus Röhrchenkulturen, ferner in älteren Hängetropfenkolonien und in 
bestrahltem Material kam Viererteilung auch im vorliegenden Material 
und auch auf Agartropfen zur Beobachtung, jedoch selten (Abb. 2b, 6d). 
Die Regel bei gut gedeihendem Material auf Agarhängetropfen ist die 
8er- und Iber- Teilung. 

Ein bestimmter Rhythmus in der Aufeinanderfolge von Ser- und 
Iber-Teilung konnte nicht aufgefunden werden : mehrere Zellgenerationen 
hintereinander können nur Ser- bzw. nur Iber-Teilungen erfolgen, 
oder aber Ser- und Iber- Teilungen wechseln anscheinend regellos 
miteinander ab. Das Verhältnis von Ser- zu Iber- Teilungen ist auch 
unter Geschwistern wechselnd. Das gilt sowohl für das Wachstum auf 
flüssigem w ie auf festem Nahrsubstrat. Indessen ist es durchaus möglich, 
daß die Aufdeckung eines vielleicht längerfristigen Rhythmus dadurch 
verhindert wird, daß nicht alle Teilprodukte Generationen hindurch 
verfolgt werden konnten. Im allgemeinen vollzieht sich die Ser- Teilung 
in kürzerer Zeit als die Iber-Teilung Die Kolonien von ursprünglichen 
Ser- Teilungen können nach .*1 bis 4 Tagen ebenso groß und zellenreich 
geworden sein wie die Kolonien, deren Stammzelle sich zuerst in lb 
teilte. Daher ist man auch gezwungen, spätestens am zweiten Tage 
nach erfolgter Teilung die Teilprodukte zu zählen, wenn das Material 
nicht für die statistische Behandlung unbrauchbar werden soll. 

Unmittelbar nach der Teilung liegen die Zelten meist noch nicht 
alle so übersichtlich in einer Ebene auf dem Agar wie nach einigem 
Heranwachsen innerhalb von 24 Stunden, hierbei platten sich dieinnen- 
liegenden Zellen an den Berührungsflächen seehskantig gegeneinander 
ab, um die Zellgruppe herum sieht man oft deutlich einen Flüssigkeitshof, 
der durch Nynarese aus dem Agar entstanden ist (Abb. 1 e, S. 187, 
Abb. 5 b, S. 192). Wiederholt mußte zum Zwecke des genauen Zählens 
öfters allerdings nur bei bestrahltem Material (Abb. 3c, S. 188) - mit 

der Kapillare des Mikromanipulators die Kolonie zur Lagerung in einer 
Ebene gebracht werden: dazu genügt gewöhnlich die Berührung des 
Agars in der Nähe der Kolonie und vorsichtiges Ausblasen der dabei in 
die Kapillare eingedrungenen Synarcsefluasigkeit. Zuweilen findet man 
noch ein kleines Kügelchen bei den Tochterzellen, von dem man nicht 
mit Sicherheit sagen kann, was es ist. Für die Deutung als Richtungs- 
körjier ist kein Anhalt gegeben, da ja geschlechtliche Fortpflanzung bei 
Chlorella nicht bekannt geworden ist. Die Annahme, daß es sich um 
einen bei der Aufteilung in die Tochterzellen beiseite gelassenen Plasma- 
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rest handelt, wie er übrigens nach Küster ein Anzeichen für „ freie Zell- 
bildung“ sein soll, hat wohl einstweilen, solange die cytologische Unter- 
suchung aussteht, die größte Wahrscheinlichkeit für sich. 

Das Freiwerden der Teilprodukte aus einer Mutterzelle wurde im 
flüssigen Liebig - Hängetropfen verfolgt. Einer normalen Zelle ist es erst 
kurz vor dem Platzen anzusehen, ob sie in 8 oder 16 Tochterzellen auf- 
geteilt wird. Im unbest rahlten Material kann man bei Geschwisterzellen 
beobachten, daß sich zunächst die Zellen teilen, die 8 Tochterzellen 
liefern, während diejenigen, die 16 Tochterzollen liefern, 1 / 2 bis 1 Tag 
später geteilt sind. Daß Beijerinck und Grintzesco Zellen in Zweiteilung 
lind Vierteilung gefunden haben und dieses für die normalen Stufen der 
Teilung in 8 und 16 Tochterzellen halten, läßt sich wohl damit erklären, 
daß sie Zellen aus Massenkulturen vor sich hatten, wo die Teilungs- 
freudigkeit bereits zuruckgegangen war. Im vorliegenden Material hatte 
ja bei der steten Kontrolle der isolierten Zellen zu verschiedenen Tages- 
zeiten das gleiche zur Beobachtung gelangen müssen. Weil hier den 
Zellen nur Größen Wachstum, aber keine innere Aufteilung des Plasmas 
anzusehen war, war es auch nicht möglich, 8er- oder 16 er- Mutterzei len 
auszusuchen und auf bestimmter Teilungsstufe zu bestrahlen. Daß erst 
kurz vor dem Platzen deutlich wurde, wieviel Tochterzellen entstanden 
waren, legt den Gedanken nahe, daß erst die Kernteilung stattfindet 
und die Plasmateilung nachfolgt, w'ofur nach Küster auch der oben 
erwähnte kleine Plasmarest körper sprechen wurde. 

Das hier zu beschreibende Pra parat enthielt 8 Zellen, die bei 
320facher Vergrößerung anfangs kleine Körnchen aufwiesen, die im 
Verlauf von 1 bis \ 1 / 2 Stunden heran wuchsen, so daß die Zelle mehr 
davon erfüllt erschien : die Zelloberflache w urde bucklig, ln der bläulich- 
grünen Zelle sah man stark licht brechende Körnchen. Bei ITOfacher 
Vergrößerung glaubte man die Einteilung des Plasmas zu sehen, an der 
Zelloberflache erschien sie streckenweise als epithelartige Felderung. Die 
ganze Zelle war in Bron n scher Molekularbewegung, im Zellinnern 
herrschte Ruhe. Die Tochterzellen wurden durch ein explosionsartiges 
Platzen der Mutterzelle frei und gerieten durch Brown sehe Bewegung 
auseinander. Der Rest der Mutterzei lhii Ile war nicht stark lichtbrechend 
und leicht zu übersehen, jedenfalls nicht membranartig scharf konturiert. 
Die 8 Zellen teilten sich in diesem Falle fast gleichzeitig alle in 16. 
Während hier nur die letzten 1 1 / 2 Stunden vor dem Freiwerden be- 
schrieben werden, gibt die Abb. 1, S. 187, die Entwicklung einer Iber- 
Gruppe und ihrer Nachkommen. 

Abweichungen im unbestrahlten Material. 

Im unbestrahlten Material kommen von 8 und 16 abweichende 
Teilungszahlen vor. Zeichnet man die Häufigkeitsverteilung der Zell- 
anzahlen für die einzelnen Klone gesondert, so fallen nur zwei durch 
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stärkere Abweichungen auf. während die übrigen gut miteinander über- 
einstimmen. Durchschnittlich kommen dabei nur 7er- und 15er- 
Teilungen als Abweichungen vor (Abb. le, links, S. 187). Hiermit 
hängt anderseits das Auftreten von höheren Teilungszahlen zu- 
sammen; in den 7 er- und 15 er- Kolonien fällt in der Regel eine Zelle 
durch ihre besondere Größe auf: diese liefert dann bei der nächsten 
Teilung, und zwar ohne hinter ihren Geschwisterzellen nachzuhinken, 
gewöhnlich 32 Zellen. Wenn nur 16 entstehen, so entsprechen sie wohl 
zwei Her-Teilungen; diese Doppel Wertigkeit der Zelle ist dann nicht 
erkennbar. Vielleicht handelt es sich bei ßeijerincks und Grintzescos 
zweikemigen Zellen um diese Formen. 

ln den abweichenderen Klonen wurden auch 24, 26, 29, 30 und 
31 Zellen, ja sogar 40 und 48 Zellen gezählt. Die große Zelle hat in 
diesen Fällen die Fähigkeit, ein Mehrfaches von 8 oder 16 oder eine 
Kombination aus 8 und 16 Zellen zu liefern. 24 Zellen sind dann aus 
8 i 16 entstanden. Die Bildung von 48 ließ sich in dem betreffenden 
Fall folgendermaßen erklären* aus einer Zelle waren 13 Zellen ent- 
standen, die zwölfmal 16 und einmal 48 ergaben: diejenige Zelle, welche 
sich in 48 teilte, entsprach der 13. bis 16. Zelle, so daß sie als zweimal 8 
und zweimal 16 48 Zellen aufzufassen sein dürfte. Unter 30 Zellen 

sind gelegentlich 2 große, unter 31 Zellen 1 große Zelle zu sehen, die 
zwei normal großen entsprochen. 

Daß aus einer großen Zelle unerwartet wenig Zellen hervorgingen, 
ereignete sieh bei einer großen 7 er- Zelle, sie ergab nur 4. im weiteren 
Verlauf der Generationen folgten Her und 16er. 

Wie schon erwähnt wurde, kamen die Teilungszahlen außer 7, 8. 
15. 16 und 32 nur in den beiden abweichenden Klonen vor. Die T T rsache 
des Abweichens ist bei dem einen bekannt: nur firt Zweig des Stamm- 
baumes dieses Klons weist überhaupt abnorme Zahlen auf, und das ist 
der Zweig, der von einer Her-Kolonie seinen Ursprung nimmt, für die 
beim Isolieren vermerkt wurde, daß das Praparat „zu trocken“ ge- 
worden sei. Hierdurch kam offenbar eine Schädigung zustande, die sich 
in starken Teilungsabweichungen äußert, und zwar wurden weniger 
Zellen als normal gebildet, häufig mit nachfolgendem Ausgleich durch 
Bildung einer höheren Anzahl von Tochterzollen bei der nächsten Teilung. 
Außer 7 und 15 werden hier zwischen 8 und 16, 16 und 32 liegende 
Zahlen verwirklicht, außerdem auch 4 und 6. 

Der zweite abweichendere Klon neigte zu „Verklumpen** der 
Teilprodukte, d. h. die Tochterzellen trennen sich nach dem Platzen der 
Mutterzellmembran alle oder zu mehreren nicht vollständig vonein- 
ander. Die verklumpten Tochterzellen sind oft schwer auszählbar. 
Auch beim Weiterwachsen bleiben sie oft ungetrennt. Im extremsten 
Falle wachsen sie ungleichmäßig schnell heran. Vielleicht ist diese 
Anomalie gemeint, wenn Beijerinclc von Vermehrung durch „Ab- 
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schnurung“ spricht, da hier zuweilen kleine und große Zellen im Haufen 
zusammenliegen (Abb. 4 und 5). Es kommen auch wiederholt nur 
4er- Teilungen vor, und zwar in der Weise, daß z. B. 15 ] 4 kleine Zellen 
statt 16, oder 4 große | 16 kleine statt 8, oder 7 große f- 4 kleine statt 8, 
oder 3 große + fünfmal 4 - 20 kleine statt 8 gefunden werden Auch 
kommen kleine, mittlere und große Zellen nebeneinander vor, man hat 
dann verschiedene Zellgenerationen nebeneinander vor sich 
Wahrend bei der Bildung 
von über 16 Zellen das Nach- 9 

holen eines ausgebliobenen 
Teilungsschrittes, wenn nicht # 



ß 


u i) 

Abb 4. I nbc strahlt, alnvt lchi oder Klon a Kolonie au 4 ' 15 Zillen, daruntn 4 kltint 204 mal 
b Diese 15 Zillen isoliert 102 mal 



a 

Abb 5 l nbrotrahlt, abwelc hc ndt r Klon u Vc tkl 
Teilung lHHmal b> uar« BotluBsigkcit um du 

großer 



jtm 


b 

inipc n bi i der Teilung 2H0mnl bKadi \olhnditir 
ungli kb/olligi u Kolonie n Bildaiifwt tinltt etwa« 
ils bei a 


des Kernes, so doch mindestens des Plasmas, vorzuliegen scheint, ent- 
stehen Viererzellen beim Vorauseilen in der Teilung Es handelt sich 
jedenfalls nicht um ein Erschopftsein der TeiJungsfahigkeit, denn aus 
den Viererzellen entstehen weiter 8 er und 16er. 
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In einem anderen Falle entstanden aus einer besonders kleinen 
8 er- Zelle nur 4; aus den normal großen Geschwisterzellen dagegen 
einmal 32, einmal 15, dreimal 8, einmal 7+4 kleine (— 8), einmal 7 
Zellen. Es war wohl eine Verschiebung von Zellmaterial zugunsten der 
32 liefernden und zuungunsten der 4 liefernden Zellen schon in der Mutter- 
zelle dieser Geschwister vorgekommen. 

Bei diesem eben beschriebenen abweichenden Klon ist durch 
Selektion das gehäufte Auftreten Abnormer herbeigeführt worden, denn 
aus der dritten Generation einer normalen Kontrollisolierung wurde 
nur eine verklumpte lß er- Gruppe weitergezogen, die dann die be- 
schriebenen Abweichungen in ihrer Nachkommenschaft aufwies. Ob 
das Verklumpen auch durch Trockenwerden verursacht wird, oder ob 
eine andere Schädigung sich ereignet hatte, ist mir nicht bekannt ; die 
Ursaohe des „Verklumpens“ blieb unklar. 

Diese beiden abweichende! en Klone haben jedoch einen wesentlich 
niedrigeren Prozentsatz an Abweichungen als das bestrahlte Material 
irn Durchschnitt, nämlich 10,7%, ohne diese beiden Klone beträgt der 
Prozentsatz Abnormer in den Kontrollen nur 1,55%, berechnet für 
alle Kontrollklone einschließlich der beiden abweichenden 5,28%. 
(Die Bestrahlten haben durchschnittlich 29,05%, die Vorbestrahl teil 
27,2% Abnorme gebildet.) 

Die Bildung von 7 oder 15 Zellen mit einer besonders großen Zelle 
liegt anscheinend noch im Rahmen des ,, Normalen“, wenn diese aus- 
gebliebene Teilung bei der folgenden Teilung nachgeholt wird. 

Die Häufigkeitsverteilung für die verschiedenen Zellanzahlen, die 
bei der Teilung im unbestrahlten Material entstehen, ist in Abb. 8, S. 197, 
und in vergrößertem Maßstabe in Abb 9, S. 198, dargestellt (punktierte 
Kurve). Die Gesamtanzahl der beobachteten Teilungsfälle ist gleich 1 
gesetzt. Die Hauptgipfel der Kurve liegen bei 8 und 10: sie sind rechts- 
seitig asymmetrisch. Diese Asymmetrie entsteht dadurch, daß Zell- 
anzahlen nahe unter 8 und unter 10 häufiger Vorkommen als nahe über 8 
und über 10. Kleinere Gipfel liegen bei 32, ferner - infolge der beiden 
abweichenderen Klone bei 12, 10 und 4. Die Zahlen zwischen 10 
und 32 werden selten verwirklicht. Die Häufigkeitsverteilung für die 
beiden abweichenderen Klone gesondert gezeichnet, zeigt einen all- 
mählicheren und höheren Anstieg zwischen 4 und 8 bzw\ 8 und 10, bei 
dem einen entsprechend der häufigeren 8 er- Teilung vor 8, bei dem 
anderen vor 10. 

Außer der Häufigkeitsverteilung ist (in Abb. 10, S. 199) die Kurve 
wiedergegeben, die zeigt, wie sich das Verhältnis aller Abnormen zur 
Summe der Ser | löer im Laufe der Generationen darstellt. Die 
Kurve hat in der 7. Generation einen Gipfel. Dieser ist dadurch hervor- 
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gerufen, daß in der 6. Generation in dem einen abweichenden Klon mehr 
14er- und 15 er- Teilungen Vorkommen, denen weitere 15er- und 32er- 
Teilungen in der 7. Generation folgen. 

Das bestrahlte Material. 

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen Abweichungen kommen 
auch im bestrahlten Material vor: sie treten aber dort gegenüber 
schwereren und andersartigen in den Hintergrund. Der schwerste hier 
beobachtete Grad der Röntgenschädigung liegt vor, wenn die Zelle bald 
nach der Bestrahlung abstirbt. Der Zellinhalt verlagert sich, wird 
blasser grün oder färbt sich bräunlich. Gelegentlich tritt auch ein 
hyaliner Tropfen von Fett oder öl auf. Um die Zelle herum befindet sich 
ein feinkörniger Hof: die Zelle löst sich auf und hinterläßt ein paar 
Granula, ohne daß ein Zellhautrest zu sehen wäre. (Abb. Gb und c, 
S. 195 zeigen solche Zellreste bei abgestorbenen Zellen einer Kolonie.) 

Ist die Lebensfähigkeit nicht sofort ganz zerstört, so kann die Zelle 
mehrere Tage hindurch äußerlich unverändert liegenbleiben und dann 
absterben, oder sie wächst zu einer manchmal tief grün gefärbten Hiesen- 
zelle heran. (Abb. öd, abnorm große Viererzellen.) Diesem Wachstum 
folgt jedoch oft keine Teilung, sondern eine anscheinend fettige Degenera- 
tion oder ein feinkörniger Zerfall. Zuveilen kommt es noch zur Anlage 
einer mehr oder weniger median verlaufenden seichten Teilungsfurche, 
die aber nicht mehr zu vollständig getrennten Tochterzellen führt, ln 
anderen leichteren Fällen entstehen noch 2 oder 3 (Abb. Ga), 4 oder 
5 Zellen. Die Teilungsprodukte sind meist ungleich groß (Abb. öd), 
verklumpt (Abb. Gb und c) und selten lebensfähig. Andererseits kann 
auch aus einer Riesenzelle sehr verspätet auf einmal ein großer Zell- 
haufen frei w erden — in einem Falle w aren es 5ö Zellen - , zw ischen denen 
sich auch bereits abgestorbene Zellen und Zellreste befinden können 1 . 
Sowohl bei der unvollständigen Trennung der Tochterzellen von- 
einander als auch bei dem gehemmten Platzen der Mutterzelle liegt wohl 
eine Änderung in der Beschaffenheit der Zelllmut oder des Plasmas der 
Mutterzelle vor. Ähnliches ist wohl auch der Fall, wenn bei der 8 er- oder 
16er- Teilung — meist verzögert gegenüber normalen Teilungen - nicht 
alle Zellen sofort normal frei werden. Die Nachzügler sind oft mit 
der Kapillare nicht voneinander zu trennen, so daß es den Anschein hat, 
als ob die Plasmateilung nicht vollständig durchgeführt sei, oder als ob 
die Zellhaut der Mutterzelle die Tochterzellen noch zu fest umschließe. 
Abb. 5a (S. 192) zeigt in der Mitte eine solche Hemmung leichter Art, 
Abb. 5b (ebenda) die entstandenen Kolonien (etwas größerer Bild- 

1 Forssbery (1934) beschreibt bei Mesotaenium caklariorum Riesenzellen 
mit bis zu acht Kernen; diese Zellen gehen ungeteilt zugrunde. 
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ausschnitt). Beim Heranwachsen kann die Trennung der Zellen von- 
einander vollständig werden. 

Diese Schädigung ist aber wohl keine spezifische, primäre Röntgen- 
strahlenwirkung. Normalerweise geht die 8- und 16- Zellenbildung 
innerhalb der Mutterzelle vor sich : die reifen Teilprodukte werden, von- 
einander gesondert, durch Platzen der Zellhülle auf einmal frei, ohne 
daß man einzelne Teilungsstadien vorher beobachten könnte. Danach 
erscheint ein Vorausgehen der Kernteilung mit nachfolgender Einteilung 
des Plasmas je nach der Zahl der vorhandenen Kerne (— freie Zell- 
bildung) nicht ausgeschlossen, wie schonjoben erwähnt wurde. Die 
Befunde an geschädigten Zellen könnte man jedoch auch im Sinne einer 
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Abb tf Bestrahlt a Dreierstudium ‘tos mal. b Kolonien mit Resten abgestorbener Zellen und 
\erkluinpten Zellen .iOnnml (?) e Kolonie mit Resten abgestorbener Zellen und ungleich großen 
Zellen KOSmai <1 Links Rieseiiviererzellen ungleicher Uroßc, rechts junge normale Zellen, mit der 
Pipette tür den Zweck des (Jroßen\ ergleichs aufgebracht. 192mal 

gh ichzritigm K(rv- uml Plasmateilung deuten: Das geschädigte Material 
fuhrt die Entstehung der Tochterzellen sozusagen schrittweise vor. Man 
findet als frei gewordene Zellen 2er ( - 2 Hälften), 3er ( - eine Hälfte 
schon weiter geteilt, oder bei gleicher Große beide Hälften weiter 
geteilt, aber ein Viertel zugrunde gegangen), 5er (eine Hälfte in 4, die 
andere ungeteilt, oder in 2 geteilt, von denen eine zugrunde ging). Ger 
(eine Hälfte in 4, die andere in 2 oder in 4 minus 2 geteilt) usw. Ebenso 
viel Berechtigung hatte aber die Annahme, daß wahrend der voran- 
gehenden Kernteilung ein oder mehrere Tochterkerne nicht voll 
lebensfähig ausgestattet, und daß diese Kerne dann auch nicht in 
normaler Weise mit der zugehörigen Plasmaportion umgeben werden, 
so daß deshalb nicht einkernige normale Tochterzellen entstehen können. 

Ob auch bei der Abänderung der Teilung von Chlorella , wie bei den 
meisten beobachteten Objekten als Röntgenschädigung eine primäre 
Kernschadigung (eventuell mit sekundärer oder auch gleichzeitiger 
Wirkung auf das Plasma) vorliegt, kann ja nur die eingehende cyto- 
logische Untersuchung auf klären. 

Ist die Teilungsfähigkeit nicht so stark geschädigt, wie bei den eben 
geschilderten Riesenzellen, so tritt als nächst niederer Grad der Schädi- 
gung eine Herabsetzung der Lebensfähigkeit der entstandenen Zellen 
auf. Hier kann man zwei Stufen unterscheiden: lm schwereren Falle 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. 
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sieht man bei der äußerlich normal erfolgten Teilung, daß z. B. von 
16 Zellen 1, 2, 4 oder 8 kleiner sind als die übrigen (Abb. 4a und b, S. 192, 
Fall einer löer-Kolonie von unbestrahltem, abweichendem Klon). Ent- 
sprechendes kommt auch bei 8 er- Teilung vor. Es können auch ungerade 
Anzahlen von Zellen klein sein. Isoliert man diese kleinen Zellen, so 
wachsen sie — im Gegensatz zu kleinen Zellen aus unbestrahltem 
Material — nicht, sondern gehen zugrunde. Als ganz seltene Ausnahme 
kam es einmal noch zu einer Vierteilung. 

Bei dem leichteren Grad verminderter Lebensfähigkeit entstehen 
anfangs normal aussehende, gleich große 8 er- oder 16 er- Zellen, die 
dann am ersten Tage auch irrtümlich als normale 8 er- oder 16er-Teilung 


Abi». 7 Bestrahlt, Ser-Kolonie, 
isoliert und weiter geteilt Obere 
Reihe: 2 mal 7 Zellen; mittlere 
Reihe- 5, 6, 8 Zellen, untere 
Reihe f>, 8, 5 Zellen , in der Unken 
5cr-Kolonie ist die f> Zelle be- 
reits in 8 weiter geteilt. Ktua 
68 mal. 

gebucht werden, von denen sich aber eine oder mehrere Zellen bei der 
Nachkontrolle in den nächsten Tagen als nicht lebensfähig erweisen: 
Sie wachsen nicht mit den Geschwistern heran, und an Stelle der 8 Zellen 
findet man dann beispielsweise nur noch 7, 6 oder 5 Zellen (Abb. 7), 
während die anderen schon ganz aufgelöst sind oder sich im Prozeß der 
Auflösung befinden. Ebenso entstehen auch die Zellanzahlen zwischen 
8 und 16 und zwischen 16 und 32 durch früheres oder spateres Ausfallen 
von Tochterzellen. 

Es gibt auch noch eine andere Entstehungsart von abweichenden 
Zellanzahlen; dabei ist nicht die Lebensfähigkeit herabgesetzt, sondern 
die Teilung ist abgeändert. Es entstehen z. B. 12 Zellen, darunter 
4 große, — oder 13, darunter 3 große — , oder 14, darunter 2 große. 
Zellreste sind nicht zu bemerken, und die entstandenen Zellen machen 
auch einen gesunden Eindruck. Die großen teilen sich zuweilen schneller 
weiter als die übrigen; bei der Bildung von 20 Zellen bleiben dagegen 
4 gelegentlich in der Teilung zurück. Diese Abweichung steht der im 
unbestrahlten Material beobachteten nahe, wo aus der großen 16 er- Zelle 
2mal 16 ~ 32 oder 2 mal 8 = 16 gebildet werden. In einem Stamm- 
baumast im bestrahlten Material kam die 15er-Zellenbildung mit nach- 
folgender 32er-Teilung gehäuft vor, und zwar in der 9. Generation eines 
sonst völlig normalen Stammbaumzweiges (daher der Kurvenanstieg 
Abb. 10, S. 199). Hier gab es von einer 16er- Kolonie 7 mal 15 neben 
4 mal 8 und 5 mal 16. ln der 10. Generation entstanden aus den großen 
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Zellen 6 mal 32 und 1 mal 16=2 mal 8. Es kommen auch Zahlen unter 32, 
z. B. 30 und 31, häufiger vor. Abb. 3 c, 8. 188, zeigt 28 Zellen. Wie im 
unbestrahlten Material ist die Bildung großer Zellen wohl auf eine aus- 
gebliebene Teilung — vielleicht nur des Plasmas — während der Tochter- 
zellbildung zurückzuführen. Ihre cytologische Untersuchung müßte 
darüber Aufschluß geben, ob Mehrkernigkeit oder Mehrwertigkeit 
eines einzigen Zellkernes vorliegt, ob Wesens Verschiedenheiten bestehen 
zwischen den großen Zellen im unbestrahlten und denen im bestrahlten 
Material. 



s Vertdlmigfikurv«* der relativen Häufigkeit der einzelnen Zellanzahlen, die bei der Teilung 
entstehen \u»g<zogene Kurve bestrahlte» Material (Anzahl der Fälle - 6168). Gestrichelte 
Kune \orbestrahlteh Material (Anzahl der Falle ■= 1010). Punktierte Kurve == unbestraftes 

Material (Anzahl der Fälle ■» 6100). 


Eine \ erspatet einsetzende Teilung der Mutterzelle ist immer schon 
ein Anzeichen für eine Beeinflussung durch die Bestrahlung bei sonst 
scheinbar unverändert gebliebenen Generationen. Sie ist die leichteste 
Form der Schädigung. Zur verzögerten Teilung kommt häufig das Ver- 
klumpen von Zellen hinzu, was die genaue Zahlung der entstandenen 
Zellen sehr erschwert. 

Entsprechend den verschiedenen Entstehungsmöglichkeiten der 
abnormen Zellanzahlen kann jede Zahl von 2 bis 32 und sogar darüber 
hinaus verwirklicht werden. Die Abb. 8 und 9 gibt in der ausgezogenen 
Kurve die Häufigkeitsverteilung; die Gesamtanzahl der beobachteten 
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Teilungsfälle wurde gleich 1 gesetzt. Wie im unbestrahlten Material 
liegen die beiden Hauptgipfel bei 8 und 16. Sie sind rechtsseitig asym- 
metrisch, erreichen nur eine geringere Höhe als die Gipfel der Kurve 
für das unbestrahlte Material. Dafür nehmen die Anzahlen vor 8 und 
vor 16 zu. Im übrigen verläuft die Kurve immer oberhalb derjenigen 
für das unbestrahlte Material. 

Es zeigt sich deutlich, daß als Zellanzahlen die Potenzzahlcn von 2 
bevorzugt entstehen, dann folgen in der Häufigkeit die Zahlen, die ein 
Vielfaches von 4 darstellen, dann die übrigbleibenden, durch 2 teilbaren 



Abb. 9. VerteJlungskun o der ridathen Häufigkeit du einzeln» n Zollanzablcn, die bei der 'lciluug 
entstehen Ausgezogene Kurve bestrahltes Material (Anzahl der Fall«* 0108) (»estrichelt«. 
Kurve vorbestraftes Material (Anzahl der Fall»' 1010) Punktierte Rune untostrahlte« 
Material (Anzahl der Falle - 0100) Gegenüber Abb. 8 \ ergroüerter MaUstab. 


Zahlen; die Minima treffen — außer bei 7, 5 und 15, wo die Kurve hoch 
verläuft — , auf ungerade Zahlen. Daß die Zahlen 21 und 27 im vor- 
liegenden Material, auch im vorbestrahlten, nicht verwirklicht wurden, 
ist wohl Zufall. In Abb. 9 ist ein größerer Maßstab gewählt, um die 
immerhin kleinen Gipfel zu deutlicherer Darstellung zu bringen. 

Im einzelnen sei hier noch das Ergebnis einer Serien best rahlung 
mitgeteilt. Vormittags 9 Uhr wurden 6 mal 16 Zellen ( Gesch wister- 
kolonien) auf je einen Agarhängetropfen vereinzelt aufgebracht. Präp, I 
wurde um 10 Uhr, Präp. II um 13 Uhr, Präp. Ul um 16 Uhr, Präp. IV 
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um 19 Uhr, Präp. V am nächsten Morgen um 9 Uhr mit 10000 r in 9 1 / 4 
Minuten bestrahlt (vgl. oben). Präp. V zeigte bereits, als es von der Be- 
strahlung abgeholt war, 15mal 8 Zellen, die 16. war am Abend in 16 
geteilt. 

Präp. 1 hatte am nächsten Vormittag nach der Bestrahlung 
4 Teilungsfälle aufzuweisen, Präp. II bis IV waren noch ungeteilt, aber 
herangewachsen. Es ist wahrscheinlich, daß im Präp. V die Bestrahlung 
die 15 Zellen schon fast oder ganz vollständig in 8 Tochterzellen geteilt 
betroffen hat, während die 16., als 16er-Teilung etw'as langsamere Zelle, 


Ahb. 10. Verschiebung des Ver- 
haltniRflpH der gesamten abnormen 
Tollungavorkoininen zu den nor- 
malen (Her I 10er) in Abhängig- 
keit von der Generation (Hiebe 
Text). A ungezogene Kuno *=- be- 
strahltes Material (Anzahl der 
Falle dl 0H) Gestrichelte 
Kurve vorbestraften Material 
(Anzahl der Falle 1010) Punk- 
tierte Kurve unheHtrahltes 

Material ( \ii7ithl der l«alle *- 
0100 ). 



auch schon in Teilung gewesen sein muß; deshalb wird im folgenden die 
zweite Generation nach der Isolierung der 16 Zellen als erste Generation 
nach der Bestrahlung betrachtet. 

Das Ergebnis dieses Bestrahlungsversuehs mit Geschwdst erzeilen 
(lficrn) ist folgendes- 

Prap. I: 3 Zellen I (abgestorben). 5 ungeteilt, d. h die Hälfte der 
Zellen hat die schwerste Schädigung erlitten Von den übrigen 8 Zellen 
sind 5 abnorm, nämlich: 1 mal 3er, 1 mal 9er, 1 mal 14er, 1 mal 15er, 
lmal 20 er. Zw r ei von den 3 anscheinend normalen Zellen im Prap. I 
hüben 16 Zellen gebildet, die aber schon in der nächsten Generation 
abnorme Nachkommen haben. Die dritte Zelle ergab 8 Tochterzellen ; 
in der 6. Generation trat eine 15er-Teilung auf: die Nachkommen 
dieser 15er-Kolonie waren neben normalen 8ern und 16ern 7 mal 15er, 
2 mal 14er und lmal 32er. 

Im Prap. 11 ist eine Zelle abgestorben, 9 bleiben ungeteilt. Normale 
kommen nicht vor, die 6 abnormen sind 2 mal 2er, lmal 4 er, lmal 5 er, 
lmal der und lmal 12er. 

Im Präp. 111 sind, w ie in Präp. 1, 3 Zellen abgestorben, 5 ungeteilt 
geblieben; es fällt also wieder die Hälfte der Zellen aus. 4 Zellen gingen 
durch Unglücksfall verloren. 2 bildeten 16 Tochterzellen. (Die eine, 
normale, lOer-Gruppe ergibt in der Nachkommenschaft abnorme 
Teilungszahlen, z. B. 6, 12, 15 und mehrmals 32. Die andere 16er- 
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Gruppe, bei der 4 Zellen klein geblieben waren, gibt 4 mal 16 und 4 mal 8, 
in deren Nachkommenschaft keine Abnormität beobachtet wurde. Die 
4 kleinen Zellen sterben ab, außerdem eine andere, 3 bleiben ungeteilt, 
so daß also im ganzen von dieser ungleichzelligen 16 er- Gruppe 8 Zellen 
ausfallen, die übrigen 8 normale Nachkommen zu haben scheinen (bis 
zur 6. Generation verfolgt). Neben den beiden eben beschriebenen 
löern entstehen noch 2 mal 4 Zellen, davon ist die eine Vierergruppe 
ungleichzellig; 3 Zellen sterben ab, die 4. ergibt in verspäteter Teilung 
8 ungleich große Zellen, deren Nachkommen abnorm sind. Die zweite 
Vierergruppe bleibt ungeteilt. 

Im Präp. IV sterben 9 Zellen ab, 2 bleiben ungeteilt. Im übrigen 
entstehen 3 mal 8, lmal 5 und 1 mal 6. Die Nachkommen der drei Ser- 
Kolonien ergeben in der nächsten und übernächsten Generation ab- 
sterbende Zellen und abnorme. Die erwähnten abnormen Geschwister 
dieser drei Ser haben ebenfalls abnorme Nachkommen, die sich zum Teil 
nicht mehr über die dritte Generation hinaus weiterziehen lassen. 

Im Präp. V bestand die 1. Generation, wie oben erwähnt, aus 
15mal 8 und lmal 16 Zellen. Aus diesen Zellen entstanden folgende 
Nachkommen (die Ser-Kolonien haben den Zahlenindex 1 bis lo er- 
halten). 

8 X — 4 -f (abgestorben), lmal 8 . 3 mal 16. 

8 2 = 1 +, lmal 4 (ungleich), lmal 7 (klumpig), 5 mal 16. 

8 3 =14"» lmal 4, lmal 8 (ungleich), 5 mal 16. 

84 = lmal 4 (spater 6 ungleiche), lmal 4 (spater 19), lmal 7 ( ?), 

lmal J5(?), 3mal 16, lmal 19 ( ?). Die mit Fragezeichen ver- 
sehenen waren schon zur Kolonie herangewachsen. 

8 5 = 3 ungeteilt, lmal 15 4 H (kleiner Zellrest), lmal 16 ( ?), 3 mal 16. 

8 e = 7 mal 16, lmal 18 oder 19. 

8 7 = 1 4-, 2 ungeteilt, 2 mal 8 , lmal 10, 2 mal KJ. 

8 g = 3 4-, lmal 12, lmal 15, 3mal KJ. 

8 9 = 1 ungeteilt, lmal 5, lmal 10, lmal 14, 4mal 16. 

810 = 14-, 1 ungeteilt, lmal 8 (spater 6 ), 5inal 16. 

8 u = 1 ungeteilt, lmal 5 (klumpig), lmal 15, 5inal 16. 

8 j 2 — 14“» 2 ungeteilt, lmal 13, 2mal 15, 2mal 16. 

813 — 1-K 1 ungeteilt, lmal 2, 4mal 16, lmal 24. 

8 U = 2 4-, 1 ungeteilt, 2mal 7, lmal 14, 2mal 16. 

8 16 = 3 4-, 2 ungeteilt, lmal 6, 2mal 16. 

16 = l-f» 2 ungeteilt, lmal 2, lmal 4, lmal 8 , lmal 14, lmal 15, 

8 mal 16. 

Von insgesamt 134 Teilungsfällen der 16 Zellen aus Präp. V in der 
Generation nach der Bestrahlung sind zu buchen: 35 f (abgestorben) 
und ungeteilt, 30 bzw. 32 abnorm, 67 bzw. 69 normal. 

Das Verhältnis von Abnormen : Normalen ist also 65 : 69, oder, 
wenn die beiden fraglichen 16er auch abnorme Teilungen sind, 67 : 67, 
d. h. die Hälfte ist abnorm. 
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Das Verhältnis Abnorm : Normal ist in Präp. I 13 : 3 ; in Präp. II 
16:0: in Präp. III 11:1; in Präp. IV 13:3; in Präp. V 1:1. 

Aus dem Ergebnis dieser Serienbestrahlung läßt sich noch nichts 
für die Möglichkeit erschließen, bestimmte Stadien der Tochterzell- 
entwicklung mit der Bestrahlung zu treffen. Verhindert wird dies da- 
durch, daß die Her- und die 16er-Teilung als solche nicht vorher er- 
kennbar ist und regellos vorkommt. Serienbestrahlungen ließen sich 
erst dann planvoll ansetzen, wenn es gelänge, die Zelle durch äußere 
Einwirkungen zur Bildung einer bestimmten Anzahl Tochterzellen zu 
veranlassen. 

Das vorbc strahlte Material. 

Das vorbestrahlte Material stammt von Zellen ab, die mit 10000 r 
in 5 Minuten (0,124 Ä) bestrahlt worden waren. In ihrer Nachkommen- 
schaft überwogen Abweichungen in der Her-Teilung. Anfangs waren im 
wesentlichen abweichende Tochterzellanzahlen isoliert worden, (über 
die Abstammung vgl. S. 184.) 

Bei der Neuisolierung liegen die Abweichungen ebenso sehr im 
Bereich der 16 er- wie der Her-Teilung, ein Zeichen dafür, daß die an- 
fängliche Bevorzugung der Her- Teilung keine beständige Eigenschaft 
dieses Klons ist. 

Das vorbestruhlte Material hat einen etwas geringeren Prozentsatz 
von Teilungsabweichungen als das bestrahlte, nämlich 27,2% gegen- 
über 29,05% (unbestrahlte im Durchschnitt 5,28%). Abb. 10, S. 199, 
laßt erkennen, daß die Kurve für das Verhältnis Abnorme : Hern - j - 16ern, 
generationsweise eingetragen, etwas höher verlauft als diejenige für die 
l>estrahlten Klone. Daß in der 1. Generation nur etwa halb soviel 
Abnorme Vorkommen wie in der 1. Generation nach der Bestrahlung, 
hat seine natürliche Ursache darin, daß in der ersten Generation der 
Bestrahlten die Wirkung der Bestrahlung maximal (in den Nichtüber- 
lebenden) zum Ausdruck kommt, während ja bei den Neuisolierten die 
Schädigung der weitergezogenen überlebenden Zellen erfaßt w r ird. 

Zeichnet man die Häufigkeitsverteilung für die Zellanzahlen, die 
bei der Tochterzellbildung entstanden sind (Abb. H, S. 197, und 9, S. 19H, 
gestrichelte Kurve), so ergibt sich, daß die Streuung geringer ist als 
beim bestrahlten Material. Die Kurve liegt daher bei 7, 8, 14 und 15 
höher als beim bestrahlten Material. Bei 32 verläuft sie von allen drei 
Kurven am tiefsten. Die Gipfel fallen auf dieselben Zahlen wie die 
Gipfel der beiden übrigen Kurven. 

Dafür, daß die Streuung geringer ist, während der Prozentsatz 
Abnormer praktisch der gleiche blieb, können zwei Ursachen in Betracht 
gezogen werden. 

Erstens könnten sich in der Röhrchen- Massenkultur in den 2 Jahren 
nach der Bestrahlung die schwereren Teilungsabweichungen nicht 
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erhalten haben ; die Schädigung könnte abgeklungen sein. Gegen diese 
Deutung spricht jedoch die Tatsache, daß die schweren Schädigungen 
auch bei der zweiten Neuisolierung im Dezember 1936, also nach weiteren 
10 Monaten, noch vorhanden waren, wie die Abb. 6a bis d, S. 195, 
beweisen. 

Zweitens besteht die Möglichkeit, daß bei der niedrigeren Anzahl 
der im vorbestrahlten Material beobachteten Teilungsfälle (1010 in 
5 Generationen gegenüber 6168 in 10, bzw. 6100 in 20 Generationen) 
die stärkeren Abweichungen wegen ihres selteneren Vorkommens nicht 
so häufig zur Beobachtung gekommen sind. Bei der gewählten Versuchs- 
anordnung betragen die Abnormen bei den Bestrahlten 0,2905, die 
8er + 16er 0,7095 (Gesamtanzahl - 1 gesetzt), bei den Vorbestrahlten 
0,272, die 8er + 16er 0,728 und bei den unbestrahlten (einschließlich 
der abweichenden) 0,052, 8 er + 16er 0,948, dieses Verhalten veran- 
schaulichen ja auch die hohen Gipfel der Verteilungskurven bei 8 und 16 
in Abb. 8, S. 197, und Abb. 9, S. 198 (in dieser in dem gewählten Maßstab 
nicht einzuzeichnen). 

Erwähnt sei noch, daß auch der Prozentsatz verklumpter Teil- 
produkte im vorbestrahlten Material in gleicher Höhe liegt: für die 
bestrahlten Klone liegt er bei 0,42, für die vorbestrahlten bei 0,49 und 
für die unbestrahlten bei 0,08 0 /o . 

Auch bei dem am meisten abweichenden unbestrahlten Klon hat 
sich in Röhrchenkultur die Neigung zu Teilungsstörungen, wie sie oben 
bei dem unbestrahlten Material beschrieben wurden (S. 19lf), erhalten, 
was sich bei Neuisolierungen im Dezember 1936 herausstellte (vgl. 
Abb. 4 und 5). Vielleicht hat das Trockenwerden des Präparates, das 
zu diesen Abänderungen Veranlassung gab, ebenfalls eine erbliche 
Abänderung hervorgerufen. Bei höheren Pflanzen ist ja die erhöhte 
Neigung trocken gewordener Samen zum Mutieren bekannt. Ob die 
Schädigung hier in diesem Klon von Chlorella ebenfalls, wie die Röntgen- 
schädigung, in vollem Umfange erhalten blieb, wurde noch nicht naher 
untersucht. 

Schlußbetraclitiiiur. 

Die Versuche haben ergeben, daß Chlorella rulgari* für vererbungs- 
biologische Untersuchungen geeignet ist. Die durch die Röntgen- 
bestrahlung verursachte Abänderung im Teilungsablauf: die Teilungs- 
Verzögerung, die Hemmung oder der Ausfall einer Hälfte, eines Viertels, 
Achtels oder Sechzehntels der 8 oder 16 Teilungsprodukte, kann durch 
eine erbliche Kernschädigung verursacht sein. Um dieses zu beweisen, 
ist die eingehende cytologische Untersuchung erforderlich. Wie Stich- 
proben erkennen lassen, wird die Durchführung nicht unmöglich sein; 
hierbei machen sich jedoch die eingangs erwähnten Schwierigkeiten 
bemerkbar, die in der geringen Größe des Objekts begründet sind. Es 
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muß nun versucht werden, mit denjenigen technischen, insbesondere 
optischen Methoden (Ultraviolett-Mikrophotographie nach A. Köhler, 
Jena) 1 an die Lösung der offen gebliebenen Fragen heranzugehen, die 
in der Cytogenetik der Tiere und Pflanzen (Caspersaon, Oehlkera) mit 
Erfolg angewendet werden und bereits in der Virusforschung Eingang 
gefunden haben. 

Daß wir es in der Mikrobiologie mit wesentlich kleineren Objekten 
zu tun haben als die übrige Biologie, scheint sich auch schon im Verhalten 
gegenüber der Röntgenbestrahlung zu zeigen. 

Die hier an Chlorella verabreichte Dosis von 10000 r ist im Sinne 
therapeutischer Bestrahlungen menschlicher Gewebezellen eine hohe 
Dosis; sie entspricht vielleicht etwa der Halbwertsdosis für Chlorella , 
wie man aus den Absterbezahlen in der ersten Zellfolge in den einzelnen 
Versuchen [vgl. »Serien versuch Präp. I, III, V (Kolonie 8j)] und aus 
anderen hier nicht im einzelnen aufzuführenden Fällen abschätzen 
möchte. 

In den Versuchen mit Chlorella waren selbst gleichalte Geschwister- 
zellen aus demselben Klon verschieden empfindlich. Erbliche Veran- 
lagung und Außenfaktoren waren für sie praktisch gleich. Für die Er- 
klärung der verschiedenen »Strahlenempfindlichkeit bleiben zw ei Möglich- 
keiten : 

1. Der verschiedene Zustand der Kerne, die in verschiedenen 
Phasen der Teilung verschieden empfindlich sein konnten. Dies ließ sich 
nicht prüfen, da es bisher nicht möglich war, bekannte Stadien der 
Tochterzellbildung zur Bestrahlung zu bringen. 

2. Die geringe Große des Zellkerns (bzw. devS Objektes überhaupt), 
die im Sinne der Treffertheorie der Bestrahlung für die Absorption der 
Strahlungsquanten von ausschlaggebender Bedeutung ist ( R.Glocker 
und A.J?etm). 

Auf eirund dieser Treffeitheorie und der Absterbeordnung bei l>estrahlten 
Bakterien haben verschiedene Forscher ( Möhler und Taylor) geschlossen, 
daß ein Zellt eil bestimmter Größe durch die Bahn des Elektrons und die 
entstehenden Ionen getroffen werden muß, wenn die Wirkung der Be- 
strahlung für die Bakterien tätlich sein soll. Sie sprechen von einer empfmd- 
liohen Zone, die für Kathoden- und Röntgen strahlen gleich sei. Der numeri- 
sche Wert des Durchmessers der empfindlichen Zone stelle, unabhängig von 
der Deutung, eine gute Charakterisierung der bakteriziden Wirkung der 
Ront genstrahlen dar. 

Allgemein gilt der Kern als der strahlenempfindliche Teil der Zelle 
(Juul und Kemp , Schinz). Nach dem Ausfall der Fevlgen sehen Nucleal- 
reaktion bei Bakterien ist die Kernsubstanz in der Zelle diffus verteilt 2 , 

1 Vgl. Anmerkung 8. 185. — 2 Vgl. indessen die soeben erschienene 

Arbeit von Stille . 
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während bei den Cyanophyceen sich eine Herausdifferenzierung der 
Kemsubst&nz in einem bestimmten Zellbezirk anzubahnen scheint. 
Bei Organismen mit Zellkernen finden wir dann auch einen komplizierten 
Teilungsmechanismus mit Hilfsstrukturen, die die gleichmäßige Ver- 
teilung der Erbsubstanz auf die Tochterzellen in hohem Or&de gewähr- 
leisten. Innerhalb der Gruppe der Mikroorganismen finden wir Ver- 
hältnisse, die vielleicht eine phylogenetische Entwicklungsreihe des 
Kerns widerspiegeln. Nun ist die Bakterienzelle selbst mit dem als diffus 
verteilt anzusehenden Kernmaterial durchschnittlich kleiner als das 
kleinste Chromosom. 

Bei Bacillus mycoides ließ sich selbst bei 14 Stunden langer Be- 
strahlung nur eine Wirkung in der obersten Schicht der exponierten 
Kolonie nach weisen; jedoch müssen, wegen der Wirkung des Zeitfaktors 
bei schnellwüchsigen Zellen, diese Versuche mit einer Apparatur wieder- 
holt werden, welche die Verabfolgung einer hohen Dosis in kurzer Zeit 
gestattet. 

Ein Organismus von noch geringeren Größenausmaßen, nämlich 
V ogelpestvirus (Levin und Lominski), wurde erst bei Bestrahlung mit 
1,5 bis 2 Millionen r soweit geschwächt, daß es für Immunisierungs- 
versuche verwendet werden konnte. Leider geben die Verff. nicht die 
Bestrahlungsdauer an. 

Wenn auch die Zahlen nicht absolut miteinander vergleichbar sein 
dürften wegen etwaiger qualitativer Verschiedenheiten der verwendeten 
Strahlung, so könnte doch im Hinblick auf die Treffertheorie ein Zu- 
sammenhang zwischen der Größe des Objekts bzw. seines strahlen- 
empfindlichen Bezirks und der erforderlichen Trefferanzahl vermutet 
werden. 

Zusammenfassung. 

Mit Hilfe des Mikromanipulators läßt sich Chlorella vulgaris gut 
isolieren und auf 0,25%igem Liebig - Agar im Hängetropfen züchten. 
Sie teilt sich unter diesen Bedingungen normalerweise in 8 oder 
16 Zellen. Gelegentlich kommen auch 7 oder 15 Zellen vor, unter denen 
eine größer ist und bei der nächsten Teilung in der Regel 32 oder 16 
(=2mal8) Zellen ergibt. 

Durch Bestrahlung mit Röntgenstrahlen (10000 r in 5 Minuten 
bzw. in 9*/ 4 Minuten) wird eine Schädigung des normalen Teilungs- 
ablaufs verursacht, die an Einzellkulturen durch Generationen hindurch 
weiter verfolgt wurde. Diese Schädigung ist in verschiedenem Grade 
ausgeprägt und auch unter Geschwisterzellen individuell verschieden. 

1. Grad: Abtötung und vollständige Teilungs- und Wachstums- 
hemmung. 

2. Grad: Teilungsfähigkeit ganz oder teilweise aufgehoben, Wachs- 
tumsfähigkeit erhalten; führt zu Riesenzellbildung und unternormalen 
Zeilenzahlen. 
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3. Grad: Abnorme Teilungszahlen: a) Die 3 bzw. 4 Teilungsschritte, 
die zu 3 bzw. 16 Tochterzellen führen, werden nicht alle durchgeführt. 
Ob die Kernteilung der Plasmateilung vorangeht, oder ob jeder Kern- 
teilung eine Plasmateilung unmittelbar folgt, war nicht zu entscheiden; 
jedoch hat die Annahme einer vorangehenden Kernteilung die größere 
Wahrscheinlichkeit für sich, b) Es erfolgen zwar alle Teilungsschritte, 
aber früher oder später erweisen sich Teilungsprodukte als nicht voll 
lebensfähig und sterben ab. 

Außerdem kommen auch Verschiebungen der Teilungsschritte vor, 
und zwar hinken Teile der Mutterzelle um einen Teilungsschritt nach, 
oder sie eilen um einen Teilungsschritt voraus. Im ersten Falle werden 
nachholend meist 32 Zellen, im zweiten meist nur 4 Zellen als nächste 
Tochtergeneration gebildet. Noch eine dritte Art der Verschiebung 
scheint vorzukommen: Wenn z. B. unter Geschwisterzellen die eine 12, 
eine andere dagegen 20 Tochterzellen bildet, so könnte bei der Auf- 
teilung der gemeinsamen Mutterzelle die eine Tochterzelle das zu wenig 
mitbekommen haben, was die andere zuviel erhielt. 

In den übrigen Fällen trägt die Schädigung typisch den Charakter 
der Röntgenschädigung, z. B. in der Bildung von Riesenzellen, in der 
verminderten und verzögerten Teilung, im körnigen Zerfall, zum Teil 
unter fettiger Degeneration, beim Absterben von Zellen. 

In den beiden Klonen des unbestrahlten Materials, die mehr Ab- 
weichungen aufweisen als die übrigen Kon trollklone, haben diese Ab- 
weichungen, äußerlich gesehen, Ähnlichkeit mit Schädigungen, wie sie 
auch im bestrahlten Material Vorkommen. Ob hier tatsächlich durch 
den Einfluß des Trockenwerdens eines Präjmrates eine ähnliche Art der 
Schädigung wie bei der Bestrahlung vorliegt, oder ob lediglich eine 
äußerliche Konvergenz besteht, kann nur die cytologische Untersuchung 
zeigen. Ebenso steht die Untersuchung darüber noch aus, ob diese 
Abänderung im unbestrahlten Material sich ohne abzuklingen erhalten 
hat; bei Neuisolierung des Klons nach über 2 Jahren war sie noch 
vorhanden. 

Die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Zellanzahlen zwischen 1 
und 32 und darüber hat unter den gewählten Bedingungen ihre Haupt- 
gipfel bei 8 und 16, sowohl im unbestrahlten als auch im bestrahlten 
und vorbestrahlten Material. Diese Gipfel sind rechtsseitig asym- 
metrisch. Dies hat seine Ursache in der Entstehungsart der abweichenden 
Zellanzahlen. 

Bevorzugt verwirklicht werden die Potenzzahlen von 2, dann 
folgen die Zahlen, die durch 4, darauf die übrigen, welche durch 2 
teilbar sind, während die Minima auf ungerade Zahlen fallen, außer 
bei 7 und 15. 

Der Einfluß der Bestrahlung auf das Teilungsgeschehen tritt zwar 
nicht immer in jeder Generation der Nachkommen einer geschädigten 
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Zelle in Erscheinung, aber die Nachkommen einer anscheinend normalen 
8er- oder 16er-Zelle zeigen wieder die gleiche Teilungsstörung. Selbst 
nach zweijähriger Zucht des bestrahlten Materials in Röhrchenmassen- 
kultur und auch noch 8 / 4 Jahr später ließ sich bei Wiederisolierungen 
daraus (= ,, vorbestrahltes“ Material) und ihrer Weiterzucht nach- 
weisen, daß der Einfluß der Bestrahlung erhalten geblieben ist. Der 
Prozentsatz Abnormer (27,2 %) liegt in derselben Höhe wie bei den 
Bestrahlten (29,05 %) (Kontrollklone insgesamt 5,28 %, ohne die stark 
abweichenden 1,55%). Die Streuung ist im vorbestrahlten Material 
geringer als im bestrahlten. 

Das Erhaltenbleiben der Schädigung spricht für das Vorliegen einer 
erblichen Schädigung mit wechselnder Penetranz. Läge nur eine 
Plasmaschädigung (Gift Wirkung durch Ionisation bei der Bestrahlung) 
vor, so wäre wohl mit einem Abklingen der Schädigung mit zunehmender 
Anzahl der Generationen, besonders in der Massenkultur, im Laufe von 
über 2 Jahren zu rechnen gewesen. 
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Mikrobiologische Untersuchungen an Seefischen. 

Von 

Fr. Löcke and W. Schwartz. 

Mit 6 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 6. März 1937.) 

Es ist allgemein bekannt, daß frische See- und Süßwasserfische zu 
den am leichtesten verderbenden Lebensmitteln gehören und in er- 
heblich höherem Maße gefährdet sind als das Fleisch unserer Schlacht- 
tiere. Da Haltbarkeit und Frischezustand der Seefische heute, besonders 
bei größerem Abstand des Verbrauchsortes von der Küste, noch keines- 
wegs befriedigen, erscheint es mit Rücksicht auf die hohen Verluste 
durch Verderb dringend erwünscht, die Infektionsverhältnisse auf- 
zuklären und damit die Grundlagen für eine sorgfältigere Behandlungs- 
weise der Fische zu schaffen. 

Angeregt wurde unsere gemeinsame Arl>eit durch Feststellungen, die 
W. Schwirtz 1932 und 1933 in Karlsruhe an Seefischen gemacht hat, die in 
der üblichen Verpackung (Weidenkörbe mit Eis) verschickt worden waren. 
Aus diesen Versuchen ergab sich die Notwendigkeit, die Infektion der Fisch- 
oberflachen mit Bakterien und den Anstieg der Keimzahlen vom Fangplatz 
an iil>er die verschiedenen Abschnitte zu verfolgen, die der Fisch auf dem 
Weg vom Fangplatz bis zum Verbraucher im Binnenland durchläuft. In 
WeHermünde und auf Helgoland wurden die Keimgehalte lebender Fische 
untersucht, auf zwei Fischdampferreisen m die Nordsee und zur Bareninsol 
die Vorgänge beim Fang und wahrend des Transportes im Fischdampfer, in 
Wesermünde in zahlreichen Versuchsreihen die Veränderungen der Kenn- 
gehalte vom Löschen des Fischdampfers bis zum ortsansässigen Einzel- 
händler. Aus dem Binnenland lagen bereits die Zahlen von W\ Schwartz 
(1934) vor. 

Er kam bei diesen Versuchen in erster Linie auf die zahlenmäßige 
Erfassung der Infektions Vorgänge an. Eine systematische Bearbeitung 
der isolierten Bakterienstämme soll in anderem Zusammenhang er- 
folgen. 

Über die auf Seefischen vorkommenden Bakterien hegt schon eine 
Reihe von Arbeiten aus verschiedenen Landern vor, z. B. aus Deutschland 
i&’cÄöttfeerfirund Debelic ( 1933)], England \Stewart (1931, 1932), Shetcan (1935)], 
Kanada [Reed und Spence (1923), Gibbons (1934)]. 

Alle diese Arbeiten haben aber eine andere Zielsetzung und ver- 
folgen nicht den Keimgehalt vom Fangplatz bis zum Verbraucher. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verein Deutscher 
Ingenieure sowie dem RKTL danken wir für die großzügige Unterstützung 
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unserer Arbeit, desgleichen den Reedereien „Nordstern“, Hochseefischerei, 
Wesermünde, und „Nordsee“, Deutsche Hochseefischerei A,Q„ Bremen - 
Cuxhaven, und der Seefisch-Markt A.-Q. Wesermünde -Fischereihafen, Unsere 
technische Assistentin, Frl. E. Dreher , Karlsruhe, hat uns bei der Vorbe- 
reitung der Fischdampferreisen und bei der Auswertung des Zahlenmaterials 
wertvolle Dienste geleistet. 

Methode* 

Die Infektion der Seefische geht von den Oberflächen aus, von der 
Körperaußenhaut und von der feinen, grauschwarzen Haut, welche die 
Bauchhöhle gegen das Fleisch abgrenzt. Die Tiefeninfektion des Fisch- 
fleisches ist ein sekundärer Vorgang, dessen Untersuchung Frl. T. Woemle 
unter unserer Leitung in Karlsruhe übernommen hat. 

Der Keimgehalt der Oberfläche laßt sich in folgender Weise ermitteln. 
Mit Hilfe eines Zylinders aus dünnem Stahlblech, dessen eines Ende mit einer 
Schneide versehen ist, werden kreisförmige Stücke der Haut ausgestanzt 
und mit sterilen Instrumenten von der Muskulatur abgelöst. Wir haben bei 
den ersten Versuchen Stücke von 1 qcm, später nur noch solche von ö qcm 
verwandt, die stets von bestimmten Stellen der Außenhaut oder Bauchhaut 
entnommen wurden. Das Stanzen läßt sich entweder am ganzen Fisch aus- 
führen oder an größeren Hautstücken, die mit steriler Pinzette und sterilem 
Skalpell abpräpariert und mit der Außenseite nach oben auf ein vorher mit 
Alkohol gereinigtes und abgeflammtes glattes Brett, das als Unterlage dient, 
aufgelegt werden. Die Verarbeitung erfolgte nach dem Koch sehen Platten- 
verfahren in ähnlicher Weise wie bei entsprechenden Untersuchungen an 
Fleisch [W. Schwartz und W, Bender (1936)]. Die ausgestanzten Hautstiicke 
gelangten in eine Schüttelflasche mit einer abgemessenen Menge von sterilem 
Wasser. Hier werden durch 10 Minuten anhaltendes Schütteln die Keime 
von der Haut abgelöst und im Wasser suspendiert. Je nach der Höhe der zu 
erwartenden Keimgehalte sind eine oder zwei Verdünnungen erforderlich. 
Aus der letzten Verdünnung werden Vio bis 1 ccm in die Petr? -Schale 
übertragen. Kleinere Fische 1 wurden gelegentlich auch im ganzen unter - 

% 

sucht. Die Größe der Oberfläche laßt sich aus der Formel S = K . W* 
berechnen, wobei S die Oberfläche in qcm, W das Gewicht in g und K einen 
Faktor bedeutet, den Benedict (1934) zu K = 10 angibt. 

Da angenommen werden mußte, daß die Bakterienflora der Seefische 
auf marine Bakterienstämme zurückgeht und auf solche, die erst bei den 
Infektionsvorgangen im Lagerraum des Fischdampfers und auf dem Fest- 
land hinzukommen, haben wir in den meisten Versuchsreihen zwei Nährböden 
nebeneinander benutzt, nämlich Fleisch bouillongelatine, in der üblichen 
Weise aus magerem Rindfleisch mit Zusatz von 1 ° 0 Pepton, 0,5 ° 0 Kochsalz 
und 14% Gelatine hergestellt, und Fisch salzgelatine, die man in folgender 
Weise bereitet: 1 Pfund Fisch (Kabeljau oder Schellfisch, Mittelstück) wird 
V 2 Stunde mit Leitungswasser gekocht, so daß sich nach dem Dekantieren 
etwa 500 ccm Fischwasser ergeben. Das Fisch wasser erhält einen Zusatz 
von 3 % Kochsalz und wird zum Gelatinenährboden verarbeitet. Die ent- 
sprechenden Agarnährböden benutzten wir im allgemeinen nur zur Aufbe- 
wahrung von Stammkulturen 2 . Die Unterschiede bei Verwendung beider 

1 Einige Wittlinge aus der Wesermündung. — 2 Im Text und in den 
Tabellen werden die Nährböden mit folgenden ohne weiteres verständ- 

lichen Abkürzungen bezeichnet: FBG, FiSG, FBAg, FiSAg. 
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Gelatine-Nährböden nebeneinander waren zum Teil recht erheblich, jedoch 
ließ sich bis jetzt kaum irgendeine Gesetzmäßigkeit ableiten. 

Für die Durchführung mikrobiologischer Untersuchungen auf dem Fisch- 
dampfer waren besondere Vorbereitungen und Einrichtungen erforderlich. 
Die Nährböden wurden in 200 Reagensgläsem gebrauchsfertig mitgenommen, 
ebenso etwa 160 Stück sterile Petri - Schalen zu je zwei in Papier verpackt 
und die erforderliche Anzahl von Pipetten in Blech hülsen. Zum Abschwemmen 
der Keime dienten Milchflaschen aus Jenaer Glas mit Gummistopfen und 
kurzen Glasstäben. Das Wasser (Leitungswasser für FBg, FBAg und See- 
wasser für FiSG, FiSAg) ließ sich in der Kombüse des Fischdampfers 
sterilisieren. Die Probenahme erfolgte an Deck in dem zur Trangewinnung 
vorgesehenen Raum unterhalb des Kartenzimmers der Kommandobrücke, 
die Verarbeitung der Proben in einer Kabine. Zur Aufstellung der frisch ge- 
gossenen Petri - Schalen dienten zwei mit Rand versehene Messingblech - 
platten in kardanischer Aufhängung, mit deren Hilfe es gelang, die starken 
»Schiffsbewegungen wenigstens einigermaßen auszugleichen. 

Die Petri - Schalen mit den erstarrten Nährböden standen in einem Draht- 
gestell innerhalb eines Blechmantels, der auf einer Bank aufgeschraubr war 1 . 
Zum Abflammen der Röhrchen und Aiisglühen des Platindrahtes beim 
Isolieren einzelner Kolonien diente ein Spiritusbrenner. 

Ergebnisse. 

Allgemein hat sich gezeigt, daß die Keimgehalte großen Schwan- 
kungen unterworfen sind, selbst wenn man verschiedene »Stellen desselben 
Fisches miteinander vergleicht. Die Schwankungen nehmen mit zu- 
nehmendem Alter des Fisches, vom Fangtag an gerechnet, zu. Sie sind 
besonders groß nach dem Transport im Fischdampfer, da sich während 
der Reise die Schleimmassen auf der Oberfläche durch den gegenseitigen 
Druck der Fischmassen verschieben; so kommt es, daß an manchen 
Stellen der Außenhaut die Keime in größten Mengen gehäuft liegen, 
wahrend an anderen Stellen die Keimgehalte abnorm niedrig sind. 
Allein schon aus diesem Grunde wäre die bakteriologische Methode als 
Marktkontrolle nicht geeignet. Man darf also nicht erwarten, daß sich, 
wie bei Laboratoriumsversuchen, die unter genau festgelegten Be- 
dingungen durchgeführt werden, ein kurvenmäßig faßbarer Anstieg der 
Keimzahlen ergibt, sondern man ist auf eine möglichst große Zahl von 
Einzelbestimmungen angew iesen, die in geeigneter Form zur Darstellung 
gebracht w erden müssen (vgl. Abb. 6, S. 227). 

Inzwischen hat sich in Versuchen, die Th. Zeiser in Karlsruhe an 
Kabeljau, Heringen und Süßwasserfischen ausgeführt hat, gezeigt, daß 
bei störungsfreier Entwicklung der Bakterien die Keimgehalte sehr 
gleichmäßig über die Oberfläche des ganzen Fisches verteilt sind. In 
solchen Versuchen lassen sich also ohne weiteres Unterlagen für die 
Erkenntnis der Abhängigkeit der Lagerfähigkeit von der Temperatur 
und von and eren Faktoren ermitteln. 

1 Bei der Herstellung der Geräte hat uns Herr Prof. Walgcr in Karlsruhe 
beraten. 
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Der Keimgehalt des Wassers am Fangplatz und der 
OberflachenkeimgekaU lebender Fische . 

a) Der Keimgehalt des Seewassers nimmt von der Küste 
gegen die offene See und von der Oberfläche (nach einer vorüber- 
gehenden Steigerung) zur Tiefe ab. Da im allgemeinen in größerer 
Entfernung von der Küste und in den Tiefen von 100 bis 300 m 
gefischt wird, darf man erwarten, daß der Keimgehalt des Wassers an 
den Fangplätzen so niedrig ist, daß er praktisch vernachlässigt werden 
kann. Eine Bestimmung an den Heringsfangplätzen auf dem Fladen- 
grund (Nordsee) ergab in etwa 150 m Tiefe im ccm im Durchschnitt 
47 lebende Bakterien; dabei muß noch berücksichtigt werden, daß eine 
aseptische Wasserentnahme mit dem automatischen Wasserschöpfer 
schwierig durchzuführen ist. Es erscheint daher nicht ausgeschlossen, 
daß mindestens ein Teil der im Tiefen wasser nachgewiesenen Keime in 
Wirklichkeit erst nachträglich in die Wasserprobe hineingelangt ist. 
Dagegen enthielt Wasser aus dem Eingewöhnungsbecken des Helgo- 
länder Aquariums nach zwei Bestimmungen auf FiSAg bis 5500 Keime 
je ccm und Wasser von der Helgoländer Reede 1 etwa 1300 Keime 
je ccm. 

Eine andere Frage ist die, ob nicht auch an den Fangplätzen in 
nächster Nähe des Meeresbodens, besonders an den Stellen, wo er mit 
Algen oder Schwämmen besiedelt ist, höhere Keimgehalte auftreten, 
und ob nicht etwa während des Schleppens aus den aufgewühlten 
Bodenmassen größere Mengen lebender Bakterien in das Wasser ge- 
langen 2 . In der Nähe der Bäreninsel und an den. Fangplätzen im Weißen 
Meer sind ausgedehnte Schwammgründe vorhanden. Hier kommen 
häufig auch große Mengen von Schwämmen in das Netz. Untersucht 
man das Wasser aus den Hohlräumen eines solchen Schwammes, so 
ergeben sich z. B. Keimgehalte von 71015 (grauer Schwamm) und 0910 
(gelber Schwamm) lebender Bakterien im ccm. Die Schwämme be- 
sitzen einen sehr unangenehmen, an manche Phosphor Wasserstoffe er- 
innernden Geruch 3 * * * . Die Fischdampfer- Kapitäne sind der Ansicht, daß 
sich Fisch von den Schwammgründen besonders schlecht halt und 
häufig auch geschmackliche Mängel aufweist. Bei Untersuchungen über 
die Eigenart der einzelnen Fangplätze muß auf diese Beobachtung 
zurückgegriffen werden. 

b) Beim lebenden Fisch sind die Keimgehalte der Körperoberfläche 
gering. Wir vermuten, daß allein durch die ständige Erneuerung der 

1 Nach einer Bestimmung von Dr. Schach -Helgoland vom 7. No- 

vember 1936. — 2 Über das Vorkommen von Bakterien in den obersten 

Schichten mariner Sedimente vgl. z. B. Wahsrnan (1933) und Zobell (\93(>). 

— 8 Eine Bestimmung der Schwammproben war noch nicht möglich. De» 

an Phosphor wasserst off erinnernde Geruch konnte auf eine biologische 

Phosphatreduktion am Meeresboden hindeuten. 
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Epidermis und des Schleimes, der die gesunde Fischhaut überzieht, 
eine Ansiedlung von Bakterien verhindert wird, ohne daß dazu eine 
besondere bakterizide Einwirkung des Schleimes erforderlich ist. 

Zur Untersuchung der Oberflächenkeimgehalte lebender Fische sind 
die auf dem Fischdampfer mit dem Schleppnetz gefangenen Fische aus 
Gründen, die wir später besprechen werden, nicht verwendbar, selbst 
dann nicht, wenn sie lebend und ungeschädigt an die Oberfläche gelangen. 

I>a leider auf dem Fischdampfer zum Angeln keine Möglichkeit bestand, 
wurden von den Krabbenfischem lebend gefangene Wittlinge (Qadua mer - 
langus L.) aus der Wesermündung untersucht, ferner kleine Kabeljau aus 
dem Helgoländer Aquarium und aus den Fischkästen auf der Helgoländer 
Reede und schließlich Kabeljau, die vor Helgoland mit der Angel, sowie 
Wittlinge, die auf dem Stationsdampfer mit Hilfe des kleinen Schleppnetzes 
in der 50-m-Rinne vor der Süd -West -Küste gefangen worden waren. Die 
Helgoländer Fische wurden sofort nach dem Fang durch Nackenschnitt 
getötet, wobei peinlich vermieden werdon mußte, die eine Korperseite, die 
für die Probenahme bestimmt war, mit den Fingern zu berühren. Die aus- 
gestanzten ö-qcm -Haut stücke konnten entweder sofort oder eine bis zwei 
Stunden später in der Biologischen Anstalt (Helgoland) verarbeitet werden 1 . 
Die Wittlinge aus der Wesermttndung wurden m einem Eimer mit Seewasser 
lebend in das Institut für Seefischerei transportiert und dort etwa 5 Stunden 
nach dem Fang verarbeitet. 

Die Keinigehalte lagen bei beiden Fischarten bei Verwendung von 
FSAg und FiSG meist zwischen 1000 und 7000 Keimen je qcm. FBG 
ergab ausnahmslos erheblich niedrigere Werte. In einem Falle (Kabeljau 
aus den Fischkästen) waren die FiSG- Werte um eine Zehnerpotenz 
höher als sonst. Es gelang nicht aufzuklaren, ob es sich dabei um einen 
Versuchsfehler gehandelt hat. 

Der Keimgehalt der an Bord des Fischdampfers mit dem 
Schleppnetz gefangenen Fische. 

Zum Verständnis der Zusammenhänge ist es erforderlich, kurz auf die Vor- 
gänge einzugehen, die sich beim Fang mit dem Schleppnetz abspielen (Abb. 1). 



Abb 1. Montierung des auf dem Fischdampfer benutzten Schleppnetzes. 

1 u 2 : Kurrleinen zum Schiff. Hu. 4: Grobe Scheerbretter mit Zwischenstandern. 

5. u. 6 . Kleine Scheerbretter. 7 . ürundtau mit Rollen. 8 : Kopftau mit Sohwimmern. 

9. Oberes Scheerbrett. 

1 Bei den Arbeiten auf Helgoland hatte ich mich der Unterstützung 
durch den Direktor der Biologischen Anstalt, Prof. Dr. Hagmeier , und be- 
sonders durch seinen Mitarbeiter, Dr. Schach , zu erfreuen. (W. Schwartz.) 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8 . 15 
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Das trichterförmig gebaute Schleppnetz hat eine Länge von etwa 35 m, 
seine vordere Öffnung wird begrenzt oben durch das Kopf tau von etwa 
36 m Länge, unten durch das Orundtau von etwa 44 m Länge. Das Netzende 
(Steert) ist durch die Codleine verschlossen. Während des Schleppens wird 
das Netz durch zwei große und zwei kleine Seheerbretter oder an deren Stelle 
durch Knüppel und durch einen Kranz von luftgefüllten (»las- oder Metall - 

kugeln und ein weiteres 
Schoerbrett an der oberen 
Netzkante offen gehalten. 
Die untere Netzkante, die 
dem Boden auf liegt, ist 
durch Holzrollen vor Be- 
schädigung durch Un- 
ebenheiten des Bodens 
geschützt. Sind die Bo- 
denverhältnisse am Fang- 
platz besonders ungün- 
stig, so wird die ganze 
untere Netzflache durch 
untergelegte Ochsenhaute 
vor dem Zerreißen ge- 
sichert. (ieschleppt wird 
je nach der Ergiebigkeit 
des Kischgrundes 1 Ins 
4 Stunden, beim Herings- 
fang, der m der gleichen 
Weise, nur mit kleine! en 
Netzen, erfolgt, meist 
4 Stunden. Wahrend des 
Schleppens fahrt der 
Dampfer mit einer <!e- 
sehwindigkeit von etwa 
3 bis 6 Knoten. Das Net/, 
wird durch zwei Stahl- 
t rossen (Kuri leinen) ge- 
halten, die zur Netzwinde 
laufen. Das Kinziehen 
(Hieven) wird dadurch 
eingeleitet, daß der Dam- 
pfer abstoppt, beidreht 
und das Netz langsseits 
heranholt. Dabei steigt 
der gefüllte Netzbeutel 
hoch und schwimmt bei 
größerem Fang an der Oberfläche. Er wird durch die Pokleine gegen völligen 
Verlust beim Zerreißen gesichert, mit Hilfe der Dampfwinde gehievt 
(Abb. 2) und durch Öffnen des Knotens am Steert über dem Vorder- 
deck entleert (Abb. 3), auf dem durch Schot tenbrettor einzelne Fächer 
abgeteilt sind. Der Druck, der besonders auf die im hinteren Netzabschnitr 
befindlichen Fische wahrend des Schleppens und Überhievens ausgeübt wird, 
ist oft recht erheblich. 

# Die Abb. 2 bis 5 wurden nach Leica -Aufnahmen während der Fisch- 
dampferreise zur Bäreninsel (1934) hergestellt (IV. Schwartz). 



Abb 2*. Der Netzbeutel unmittelbar nach dem Hieven. Der 
Steuermann ist im Begriff den Netzbeutel zu offnen Hinter 
dem Steuermann eine (noch geschlossene) Luke zum Fischraum. 



Abb 3. Dei Netzbeutel ist entleert. Die Fische liegen im 
Fach, ln dem sie geschlachtet werden. 
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Untersucht man den Oberfläch enkeimgehalt von Fischen, die un- 
mittelbar nach der Entleerung des Netzes auf Deck gelangt und zum 
Teil zwar geschädigt, aber doch noch am Leben sind, so ergibt sich, 
verglichen mit dem Keimgehalt der mit der Angel oder mit kleineren 
Netzen - also unter schonender Behandlung -- gefangenen Fische, an 
fast allen Proben eine erhebliche Zunahme der Keime (Tabelle I). Es 
spielt sich also während des Fangens eine starke Infektion ab. Ihr 
Zustandekommen erklären wir uns in folgender Weise: Die Fische 
werden durch den Druck beim Schleppen des Netzes im Steert, weiterhin 
während des Netzeinholens durch den Druck unterschied bei dem Über- 
gang aus der Tiefe zur Meeresoberfläche und endlich durch den gegen- 
seitigen Druck beim Hieven des Netzbeutels geschädigt. Ein Teil des 
Darminhaltes tritt aus, einzelne Fische werden zerrissen, bei manchen 
wird die Schwimmblase zum Maul herausgedrangt. Dabei werden 
offenbar die Fischkorper durch den heraustretenden und im Wasser 
verteilten Darminhalt verunreinigt. 

Tabelle 1. 

Keimgehalt der mit dein Schleppnetz gefangenen Fische. 

B BareinnM»l, X - Noidsee. 


Keinu* )e qcm Knrpproberflftehe 
Hering 


Kabeljau 

N 41 820t Fl««) 

X 23 360 (FiSAg) 
10 050 t FBAg) 

B 345 600 (FI SG) 

B 115 680 (FiSG) 
45 040 (FBG) 

B 37 320 (FBG) 
26 040 (Fi SG) 

B 5 560 (FBG) 

B 21 240 (FiSG) 


X 42 350 (F^SG) 
17 350 (FBG) 

X 17 300 ( FBAg ) 
26 140 ( FiSAg) 

X 55 380 (FiSG) 
N 77 240 (FBG) 

X 14 720 (FBAg) 
X 22 520 (FiSAg) 


Rotbarsch 

B 16 000 ( FBG) 
B 12 600 (FBG) 

Kohlei 

B 42 960 (FiSG) 
11 60) (FBG) 

Makrele 

X 6 080 (FiSG) 
X 3 220 (FiSG) 


Nim haben Untersuchungen des aseptisch entnommenen Darm- 
inhaltes gezeigt, daß der Darm außerordentlich große Mengen von 
lebenden Bakterien enthält. Bei Kabeljau ergaben sieh im Enddarm 
Keimgehalte von 7,8 bis 20 Millionen (FiSG) im ccm; bei Köhler waren 
bei gleicher Verdünnung die Keimgehalte noch so hoch; daß sich die 
Platten nicht auszählen ließen. Spätere Untersuchungen auf Helgoland 
(Kabeljau, 1930) haben gezeigt, daß der Keimgehalt in den hinteren 
Darmabschnitten besonders hoch, in den vorderen und mittleren Ab- 
schnitten dagegen wesentlich geringer ist. 

Als Infektionsquelle während des Fangens dürfte also an erster 
Stelle der Darminhalt in Betracht kommen. Der hohe Grad der Be- 
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schmutzung der Fische geht auch daraus hervor, daß die aus dem Netz- 
beutel unmittelbar vor dem öffnen des Knotens abfließenden Wasser- 
mengen (vgl. Abb. 2) von suspendierten Schmutzteilchen stark getrübt 
und gefärbt sind, obgleich doch der Netzbeutel beim Einholen eine 
Wasserschicht von mehr als 100 m durchlaufen hat und die Fischmassen 
sich an der Meeresoberfläche unmittelbar vor dem Hochziehen des 
Beutels etwas auf lockern und reinigen konnten. Der Keimgehalt des 
aus dem Netzbeutel abfließenden Wassers ist infolgedessen ebenfalls 
recht hoch. In der Nordsee wurden beim Heringsfang etwa 469000 
(FBG und FiSG), im Eismeer bei der Bareninsel etwa 20000 (FBG) bis 
132000 (FiSG) Keime je ccm ermittelt. 

Aus den Untersuchungen von Reed und Spence (1923), Stewart (1932) 
und besonders von Gibbons (1934, Nr. 22) geht tatsächlich hervor, daß 
die Darmflora und die Bakterienflora des Oberflachenschleimes in zahl- 
reichen Vertretern ubereinstimmen, eine Feststellung, die wir be- 
stätigen können 

Diese Auffassung der Infekt ions vorgange schließt nicht aus, daß 
unter besonderen Verhältnissen, etwa über Schwammgrunden, andere 
zusätzliche Infektionsquellen beim Fang auftreten und das Bild der 
Oberflachenflora vielleicht noch mannigfaltiger gestalten 

Die Veränderung der Keimgchalte wahrend des Schlacht ( ns 
und Spuk ns der Fische an Bord dts Fischdampfers 

Die Fische, die mit einem Netzzug an Bord gelangen, sollen bis zum 
nächsten „Hol“ geschlachtet, gewaschen und in den Fischbunkern 
verstaut sein, eine Forderung, die sich jedoch nicht immer erfüllen 
laßt. Das Schlachten erfolgt in der Weise, daß einige Leute der Mann- 



Abb 4. Das Schlachten der Fische. Man beachte die zunehmende Verschmutzung der Fische , 
die Farbe der Fischkbrper Ist dunkler und ungleichmäßiger als in Abb 3 Links am Rand 
(nur teilweise sichtbar) und in der Mitte Körbe zum Rinsammeln der Dorschlebern zur Leber- 
trangewinnung Die geschlachteten Fische werden in die Spülfttcher (rechts) geworfen. 
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schaft, zwischen oder neben den Fischmassen stehend, die Bauchhöhle 
jedes einzelnen Fisches mit einem kurzen Messer öffnen und die gesamten 
Eingeweide herausreißen. Der ausgeweidete Fisch gelangt in ein 
besonderes Spülfach, die wertlosen Eingeweide fallen auf die noch nicht 
ausgenommenen Fische, die Fischlebern werden zur Trangewinnung in 
Körben gesammelt (Abb. 4). Schon die oberflächliche Betrachtung 
dieser Vorgänge läßt vermuten, daß die mikrobiologischen Verhältnisse 
durchaus nicht befriedigend sein werden. Vergleicht man das Aussehen 
der Fische in Abb. 3 und 4, so zeigt sich schon an der Veränderung der 
Farbe des Fischkörpers, wie stark die Oberfläche mit den Eingeweiden 
beschmutzt wird. Eine nochmalige Infektion mit den Bakterien des 
Darminhaltes, die sich jetzt auch auf die Leibeshöhle, das Maul, die 
Kiemen 1 erstreckt, ist unvermeidlich und kommt in der Höhe der 
Keimgehalte zum Ausdruck (Tabelle II). 

Tabelle II. 

Keimgehalt nach dem Schlachten der Fische (Barenmsel). 

A — Korperoberfläche, «J — Haut der Bauchhöhle. 


Keime je qcm Korperoberfläche 


Kabeljau 

A 392400 (FiSG) 

A 137 360 ( Fi SG) 
22 453 (FUG) 

A 52 080 (FBG) 
72 720 (FiSG) 

A 22 200 (FBG) 
241440 ( FiSG) 
J 11640 (FBG) 
18 120 (FiSG) 


Rotbarsch 

A 20 320 (FBG) 
J 28 320 (FBG) 

A 27 280 (FBG) 
J 12 200 (FiM3) 


Köhler 

J 6 240 (FBG) 
A 151 640 (FiSG) 
4 760 (FBG) 


Ein sorgfältiger Reinigungsprozeß wäre also dringend erforderlich, 
wenn die Fische nicht mit einem unerwünscht hohen Keimgehalt in den 
Lagerraum des Fischdampfers gelangen sollen. Für das Reinigen und 
Spillen sind offenbar keine allgemein gültigen Regeln festgelegt. In 
den meisten Fallen erfolgt es in besonderen Spulfächern. Ist das Fach 
mit Fischen gefüllt, so wird Seewasser hineingepumpt. Zwei oder drei 
Matrosen steigen in hohen weißen (Junnnistiefeln in das Fach. Sie 
haben die Aufgabe, durch Treten und Stampfen (,, Trampeln“) die 
Fische zu bewegen und die Schleim-, Blut- und Schmutzmassen auf diese 


1 Die größeren Fische werden häufig in der Weise transportiert und von 
Fach zu Faidi geworfen, daß der Matrose hinter die Kiemendeckel greift und 
so den Fisch aufhebt. 
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Weis© von den Fischen abzulösen (Abb. 5). Das Wasser wird in wenigen 
Minuten blutig und trübe, der Reinigungseffekt wäre also an sich nicht 
schlecht, wenn dafür gesorgt würde, daß sofort das Schmutzwasser 
entfernt und durch reines Waschwasser ersetzt wird. Dies ist meist 



Abb. 5. Das Spülen der Fische im Fach. Im Hintergrund das Fach wird mit Seewasscr ge- 
füllt Im Vordergrund . gefülltes Spülfach , das Schmutzwasser lauft langsam nach unten ab 

Tabelle II t. Keirngehalt nach dem Spulen der Fische. 

13 = Hareninsel. N = Nordsee. A und «J wie m Tabellen. „Fach“ und 
„Korb“ gehen an, ob die Fische im Spul fach oder im Korb gespult worden sind. 



A 40 880 (FiSG) Korb 
A 40 760 (KIM») „ 

A 10826 (FBG) Fach 
A 15 700 (FBG) „ 

A 2 020 (FBAg) Korb 
A 17 640 (FiSAg) „ 


A 6 560 (FiSG) Fach 
A 5 960 (FiSG) „ 

A 19 860 (FiSG) „ 

A 21060 (FiSG) „ 
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nicht der Fall, die Wassermassen sickern vielmehr ziemlich langsam 
durch den Fischhaufen hindurch und fließen unten durch die Spalte 
zwischen den Schottenbrettern und der Deckoberfläche ab. Dabei 
dürfte der größere Teil des losgelösten Schmutzes wieder auf den Fischen 
abgelagert werden. 

Eine andere Art des Spülvorganges, die aber nur bei kleineren 
Fängen durchführbar ist, besteht darin, daß die Fische nach dem Aus- 
nehmen in Körbe gelangen und hier kräftig durchgespült werden. Das 
Wasser hat Gelegenheit, sofort nach allen Seiten abzufließen. Man 
sollte erwarten, daß unter diesen Umständen der Reinigungseffekt 
besser ist ; aus den wenigen, bis jetzt vorliegenden Werten geht dies 
jedoch nicht hervor (Tabelle TU, 8.216). 

Die mikrobiologische Untersuchung der im Fach gespülten Fische 
ergibt sowohl auf der Körperoberflache wie in der Bauchhöhle Keim- 
gehalte, die in manchen Fällen zwar gegenüber den geschlachteten 
Fischen eine Verminderung erkennen lassen, in anderen Fällen dagegen 
der gleichen Größenordnung angehören oder sogar noch höher sind 
(Tabelle III). 

Da Entwicklung der Keimgehnltv wahrend des Transportes 
der Ft sehe nn Dampfer. 

Nach dem Spulen werden die Fische in Weidenkörben in die Fisch- 
lagerraume im Vorderschiff hinuntergelassen, die eine Höhe von etwa 
4 m haben und sieh über den ganzen Querschnitt des Dampfers er- 
st recken. 

Rechte und links von einem schmalen Mittelgang werden die Fische, 
möglichst nach Arten sortiert, in den einzelnen Abteilen (jederseits etwa S 
bis 14) in der Weise aufgestapelt, daß zerklemeites Eis und Fische schichten - 
weise abueehsclii und die ganze Hohe des Fisehraumes durch zwischen - 
geschaltet«* Schottenbretter in zwei bis drei Abschnitte zerlegt wird. Durch 
das Einschieben von Schot tenbrettern wird erreicht, daß der Druck der 
Fischmassen aufeinander nicht zu groß wird. Schließlich wird gegen Ende 
der Fangzeit auch d<*r Mittelgang m dersellien Weise auf gefüllt. Für eine 
sorgfältige Einlagerung der Fische sind diel>eiden Steuerleute verantwortlich. 

Fertigt man sich einen Lagerplan an. in dem die Verstauung jedes 
einzelnen Hols angemerkt ist, so hat man beim Löschen der Ladung die 
Möglichkeit, Fische vom ersten bis zum letzten Fangtag miteinander 
zu vergleichen. Für die Beurteilung der Haltbarkeit und Qualität bei 
der Ankunft des Dampfers im Hafen ist wichtig, daß Reisedauer und 
Zahl der Fangtage an den einzelnen Fangplätzen verschieden sind 
(Tabelle IV 8. 218). Das mittlere Gewicht einer Fischdampferladung 
bewegt sich nach den statistischen Angaben für 1928 bis 1932 zwischen 
340 Ztr. (Nordsee) und 1640 Ztr. (Bäreninsel). Es kann bei voller 
Raumausnutzung 3000 Ztr. überschreiten. 
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Tabelle IV. 

Reisetage und Zahl der Fangtage an den einzelnen Fangplätzen 
(Durch schnitt« werte). 



Nordsee 

| Island 

| Hären insei * 

Barentssee 

Reisedauer* 

11,5 Tage 

18,8 Tage 

20,5 Tage 1 24,2 Tage 

Fangtage 

6,9 , 

7,1 „ 

7,0 „ ! 

6,8 , 

Mittlere Dauer der Hin- 
oder Rückreise . . . 

1,6 „ 

4,9 „ 

6,2 „ 

7,9 „ 


# Die Zahl der jährlichen Reisen beträgt bei kleineren Dampfern, die nur 
in der Nordsee eingesetzt werden, im Durchschnitt 25, bei größeren Dampfern, 
die je nach der Jahreszeit in der Nordsee und an den nordischen Fangplätzen 
fischen, 14 bis 18. 

Aus den Untersuchungen an gespülten Fischen ging hervor, daß 
die Fische mit einem Keimgehalt eingelagert werden, der sich zwischen 
2 • 10 3 und 2 • 10 6 bewegt und meist bei 10 4 lebenden Bakterien je qcm 
liegt. Bei Schlachtfleisch beträgt der Oberflächenkeimgehalt je nach 
der Jahreszeit 10 2 bis 10 4 Keime je qcm. Während Fleisch in Luft 
lagern kann, die Oberflächen also Gelegenheit haben, etwas abzu- 
trocknen, muß bei Fisch dafür gesorgt werden, daß die Oberfläche 
ständig naß bleibt, weil sonst sehr rasch eine qualitätsmindernde Ver- 
färbung und Austrocknung einsetzt. Bei der Lagerung mit Eis im 
Fischdampfer wird die Oberfläche ständig von dem abtropfenden 
Schmelzwasser bespült, das sich, nachdem es den Fischstapel durch- 
laufen hat, im Kielraum des Schiffes, in der Bilge, ansammelt. Das 
Bilgewasser wird durch Auspumpen aus dem Dampfer entfernt. In 
der Bilge spielen sich ständig Fäulnisprozesse ab, da sich das Wasser 
in den Fischstapeln mit Nährstoffen und Keimen angereichert hat. 
Die Temperatur innerhalb der Fischstapel beträgt bei Frischfischen nach 
Messungen von Loeser 1 etwa +0,5°0, die Lufttemperatur nach 
Schließen der Ladeluken etwa -f 1° C. 2 

Die mikrobiologischen Vorgänge setzen sich zusammen aus der 
Vermehrung der bereits auf den Fischen vorhandenen und der aus dem 
Eise und dem Schmelzwasser stammenden Keime. Der Keimgehalt des 
Eises darf nicht vernachlässigt w r erden. Die deutsche Hochseefischerei 
verwendet teils Kunsteis aus Eisfabriken der Heimathäfen, teils norwegi- 
sches Natureis, das auf der Ausreise zur Bäreninsel und zum Weißen 
Meer in Tromsö, Harstadt oder einem anderen Hafen geladen wird. 
Unsere orientierenden Untersuchungen über den Keimgehalt beider 
Eisarten lassen erwarten, daß die Frage, ob Natur- oder Kunsteis 


1 Noch nicht veröffentlicht. - - * Bei Heringsfangreisen kaim die 

Temperatur im Fischstapel infolge der Verwendung von Kochsalz als Zu- 

satz zum Eis unter ± 0® C sinken. 
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vorzuziehen sei, nicht eindeutig entschieden werden kann (Tabelle V). 
Es kommt auf die Qualität des Wassers an, vor allem aber auch auf die 
Behandlung des Eises beim Zerkleinern und beim Transport zum Fisch- 
dampfer. Loeser hat inzwischen diese Anregung aufgegriffen und eine 
Reihe von vergleichenden Untersuchungen durchgeführt. 

Tabelle V. Keimgehalt verschiedener Eisproben. 

Bei sämtlichen Proben waren im Sediment des Schmelzwassers neben groben 
Schmutz- und Sägemehlteilchen einzelne Holzzellen, Pollenkörner, Pilz- 
hyphen vorhanden. 


Keime je ccm Schmelzw&sser 


Natureis H* 

Kunsteis I 

Kunsteis II 

Kunstei« III 

42 560 (FBG) 

29 656 (FBG) 

6 005 (FBG) 

! 380 (FBG) 

56832 (FiSG) 

83 070 (FBG) 

6 592 (FBG) 

682 (FBG) 

45 545 (FiSG) 

20480 (FiSG) 

8 790 (FBG) 

270 (FBG) 


18 080 (FiSG) 

6 448 (FiSG) 

485 (FBG) 


33 860 (FiSG) 

j 6 958 (FiSG) 

, 778 (FiSG) 


' 

j 6 480 (FiSG) 

1 

1 376 (FiSG) 

i 460 (FiSG) 

I 250 (FiSG) 


# Die Natureisprobe H stammte aus einem Teich, der im Sommer als 
Viehtränke dient und im September durchschnittlich 589 Keime im ccm 
enthielt (FBI* und FiSG). 


Inwieweit auch der Keimgehalt der Fischräume, Körbe, Rchotten- 
bretter, die nach jeder Reise sorgfältig gereinigt werden sollten, eine 
Rolle spielt, wurde noch nicht untersucht. Wir vermuten, daß dieser 
Infektionsquelle keine große Bedeutung zukommt, sofern Raumaus- 
kleidung und Schottenbretter unbeschädigt sind. Meist jedoch hat die 
aus gestrichenem Holz bestehende Raumauskleidung infolge der un- 
vermeidlichen rauhen Beanspruchung stark gelitten. Ein widerstands- 
fähiger Wandbelag, der auch den sonst zu stellenden Anforderungen 
genügt, muß noch gefunden werden. 

Die Bakterienflora der eingelagerten Fische besteht also zum größten 
Teil aus Darmbakterien und aus Wasser ha kterien. Zweifellos über- 
wiegen kryophile Arten und Stämme, deren Wachstum durch Schmelz* 
w r asser- und Lufttemperaturen um 4 1°C noch keineswegs behindert 
wird. Y’on den Oberflächen ausgehend, beginnt der Zersetzungsprozeß 
der Fischmuskulatur bereits während der Heimreise des Dampfers. Die 
Zersetzung kann sogar schon so weit fortschreiten, daß nach dem 
Löschen Teile der Ladung nur noch zur sofortigen Verarbeitung zu- 
gelassen oder als untauglich für die menschliche Ernährung beschlag- 
nahmt werden. 

Wie hoch diese Verluste eigentlich sind, läßt sich aus den statistischen 
Unterlagen nicht ohne weiteres entnehmen. Einen gewissen Anhalt gibt 

15 * 
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der Anteil der Fänge, der in die Fischmehlfabriken wandert (Tabelle VI). 
Hierbei handelt es sich um Ware, die entweder gefährdet oder schon 
verdorben war, außerdem aber auch um solche, die bei noch einwand- 
freier Qualität keinen Abnehmer fand. 


Tabelle VI. Verluste nach Menge und Wert durch Verderb und 
durch ungenügende Marktregelung (Statistik der gesamten 
deutschen Seefischerei). 



1932 

1933 

, 1934 i 

Wert je kg 

Gesamte Anlandung 

281 800 t 

42,7 Mill. RM 

316 200 t 
47,4 Mill. RM 

312 000 t 1 
52,8 Mill. RM j 

j 15-16 Pf. 

Klippfischwerke 

40 t 

2000 RM 

5700 t 
118000 RM 

4600 1 | 

98 000 RM | 

} 2-5 Pf. 

F isch meb lf abriken 

9500 t 

12 000 RM 

17 100 t 

24 200 RM 

16 700 t 

26 400 RM 1 

} 0,12-0,15 Pf. 


Tabelle VII. 

Keimgehalt der Fische im Hafen. A und J wie in Tabelle II, S. 215. 
B = Bareninsel, W = Weißes Meer (Barent.s-See), I« = Island. 


Keimgehalt je qcm KörperoberflKche 


Kabeljau 


Rotbarsch 


Schellfisch 


B: A 9 483 520 (FBG) 

3 593 298 (FiSG) 
J 4406 133 (FBG) 

977 120 (FjSG) 

B: A 5 365 086 (FBG) 

15 366 120 (FiSG) 

B: A~ 107 251 200 (FBG) 

- 222 381 600 (FiSG) 
J 9 731 400 (FBG) 

11 084 640 (FiSG) 

B: A 24 359 400 (FiSG) 
J 8 985 600 (FBG) 

Is: A 2 474 000 (FBG) 

1 300 800 (FBG) 
639 600 (FBG) 
554 900 (FBG) 
J 94 880 (FBG) 
A 1316 000 (FiSG) 

1361 600 (FiSG; 

- 5 548 800 (FiSG) 
1402400 (FiSG) 

J~ 4 392 800 (FiSG) 


B: A~ 322 140 000 (FiSG) 1 

J 2 573 653 (FBG) 

B: A 60 231 600 (FiSG) 

J 8 889 920 (FBG) 

B: A 7 792200 (FiSG) 

J 1317 930 (FBG) 


Köhler 

B: A 117 360 (FBG) j 
3478160 (FiSG) 


W: AI 3450000 (FBG) 
( 5444 000 (FiSG) 
I 2 264 000 (FBG) 
12224000 (FiSG) 
J 14 320000 (FiSG) 
13 090 000 (FBG) 

| 381 800 (FiSG) 
1 343119 (FBG) 

W: J) 253200 (FBG) 

1 352 000 (FiSG) 
| 80 800 (FiSG) 

1 75 000 (FBG) 

I 121 000 (FBG) 

I 450 800 (FiSG) 
11 200 (FiSG) 
9 600 (FBG) 
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Die Zunahme der Keimzahlen ergibt sich aus einem Vergleich der 
Werte für gespülte Fische mit den Zahlen, die man beim Löschen des 
Dampfers feststellt. Auch hier verhalten sich wie auf allen übrigen Ab- 
schnitten des Weges, den der Fisch durchläuft, die bis jetzt untersuchten 
Fischarten annähernd einheitlich (Tabelle VII S.220). Dagegen kommen 
Qualitätsunterschiede ein und derselben Fischart von verschiedenen 
Fangplätzen deutlich in der Höhe des Keimgehaltes zum Ausdruck, 
wenn man z. B. die Zahlen für Kabeljau von der Bäreninsel und von 
Island vergleicht (Tabelle VII). Ist bekannt, an welchem Tag der 
betreffende Fisch gefangen wurde, so läßt sich auch der Einfluß einer 
verschieden langen Reisedauer ermitteln (Tabelle VIII). Auch hier fallen 
stets einzelne Proben durch abnorm hohe oder niedrige Keimgehalte auf. 

Tabelle VIII. Einfluß der Reisedauer auf den Keimgehalt. 

A und J vgl. Tabelle II S. 215. 

| Kelmgehalt in Millionen je qcm 

i| Lagerdauer im Fischranm 

i 

' 14 Tage lü Tage I 7 Tage 


Kabeljau A 24,4 (FiSG) 15,4 (FiSG) 9,5 (FBG) 

5,4 (FBG) 3,6 (FiSG) 

Kabeljau 3 9,0 (FBG) ' 9,7 (FBG) j 4,4 (FBG) 

' 11,1 (FiSG) ! 1,0 (FiSG) 


Die Behandlung der Fische im Hafen und deren Einfluß 
auf den Oberflächenkeimgehalt . 

Das Löschen der Dampfer beginnt am Tag des Einlaufens gegen 
22 Uhr abends und dauert bis in die frühen Morgenstunden. Die 
Fische werden in den Auktionshallen, nach Dampferladungen und Arten 
getrennt, in flachen Holzkisten aufgestellt, die je 120 Pfund fassen und 
am oberen Ende eine etwa 5 cm breite Leiste haben. Die Versteigerung 
beginnt vormittags 7 Uhr und ist gegen 10 Uhr meist beendet. Während 
der Auktion stehen die Händler vielfach auf den Kistenleisten. Es ist 
unvermeidlich, daß dabei eine Verunreinigung der Fische durch 
Straßenschmutz stattfindet, der von den Schuhen abfällt, ganz ab- 
gesehen von der Infektion aus der stark bewegten Luft. Der Fisch 
gelangt dann auf das Lager des Großhändlers. Während dieses ganzen 
Abschnittes, der einen Zeitraum von etwa 5 bis 13 Stunden umfaßt, 
steht der Fisch ohne Eis; höchstens beim Transport durch die Stadt zum 
Großhändler Verden die gefüllten Kisten durch eine dünne Eislage und 
durch Zeltplanen geschützt. 

Trotz diesen recht ungünstigen Verhältnissen steigen die Keim- 
zahlen nur unerheblich an, wie aus Bestimmungen unmittelbar nach 
dem Löschen und nach dem Eintreffen der Fische beim Großhändler 





Fr. Lücke u. W. Schwartz : 


hervorgeht (Tabelle IX). Es scheint, daß entweder die Besiedelung der 
Oberflächen vorläufig einen Höhepunkt erreicht hat, oder daß die jetzt 
hinzukommenden Bakterien sich zunächst an das Substrat anpassen 
müssen. 

Tabelle IX. Keimgehalt in der Auktionshalle Wesermünde und 
nach dem Transport zum Fischhändler in Wesermünde-Lehe. 
(Kabeljau, Bäreninsel.) A und J wie in Tabelle II. 


Keimgehalt in Millionen je qcm 


Anktionshalle jj Fischhändler 


A 0,6 (FBG) 

J 0,09 (FBO) S A 

2,3 (FBG) 

J 0,3 (FBG) 

| 0,9 (FBG) 

( 0,04 (FBG) 

7,5 (FBG) 

i 0.2 (FBG) 

t 1,0 (FiSG) 

1 0,05 (FiSG) 1 

7,5 (FiSG) 

i 0,1 (FiSG) 

~ 22,9 (FiSG) 

15,9 (FiSG) jj 

2,0 (FBG) 

| 7,5 (FiSG) 

I 14,8 (FiSG) 

1 16,9 (FiSG) ,t 

6,7 (FiSG) 

1 4,3 (FBG) 

\ 4,1 (FBG) 

l 0,07 (FBG) |l I 

1 2,4 (FiSG) 

I 4,5 (FiSG) 


li 1 

1 2,3 (FBG) 

i 1,9 (FBG) 



| 1,7 (FiSG) 

1 

[ 


1 1 

| 2,7 (FBG) i 



Die weiteren Veränderungen der Keimgehalte entziehen sich noch 
einer einwandfreien Kontrolle. Es ist nur festzustellen, daß der Fisch, 
der im Schaufenster der Einzelhändler erscheint, vielfach besser aus- 
sieht als der Fisch, der aus dem Dampfer ausgeladen w urde, w r as man 
darauf zurückführen muß, daß der Fisch in der Zwischenzeit kräftig 
gewaschen und abgeschleimt worden ist. Ob dieser Behandlung nur der 
Wert einer allgemeinen hygienischen Maßnahme und einer aus psycho- 
logischen Gründen für den Verkauf erforderlichen Schönung zukommt, 
oder ob hierdurch tatsächlich eine Verbesserung der Haltbarkeit erzielt 
wird, läßt sich noch nicht bindend entscheiden. Nach den bis jetzt vor- 
liegenden Ergebnissen aus vergleichenden Untersuchungen, die an mit 
Salz- oder Süßwasser gewaschenen, abgeschleimten und gar nicht be- 
handelten Fischen in Karlsruhe und Wesermünde unter genau fest- 
gelegten Zeit- und Lagerungs bedingungen ausgeführt sind, scheint eher 
das erstere der Fall zu sein. Die Tiefeninfektion und das Verderben 
schreiten fort, obgleich der Keimgehalt der Oberfläche vorübergehend 
gesenkt worden ist. 


Die Höhe der Oberfldchenkeimgehalte im Binnenlande . 

Über die Veränderungen der Keimgehalte während des Bahn- 
transportes liegen noch keine Zahlen vor. 

Die Untersuchungen beim Einzelhändler in Karlsruhe wurden in der 
Weise durchgeführt, daß der Fisch sofort nach dem Eintreffen, ferner 
nach einer ein- bis viertägigen Lagerdauer im Eiskasten des Einzel- 
händlers zur Untersuchung gelangte (Tabelle X). Die Lufttemperatur 
im Eiskasten schwankte zwischen + 3 und + 7° C. Die Keimgehalte 
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Tabelle X. Entwicklung der Keimgehalte beim Fischhändler 
(Versuche mit Kabeljau, Karlsruhe 1933). 

Die Keimgehalte sind in Millionen je qcm Oberfläche angegeben. Jede Zahl 
entspricht einer Fischprobe. Die römische Ziffer bedeutet den Monat, 
A » Außenhaut, J = Innenhaut der Bauchhöhle. Das Alter der Fische 
wird vom Tage des Eintreffens beim Fischhändler an gerechnet. Die Ent- 
fernung von Wesermünde beträgt 624 km. 


Alter des Fi sehe* 


bis 1 Tsg 


III. A 4,6 (FBG) 
3,9 (FBG) 

6.4 (FiSG) 
3,6 (FiSG) 

6,2 (FBG) 

7.4 (FBG) 
80,4 (FiSG) 
26,9 (FiSG) 


V. A 2,9 
0,7 
0,8 

H 

1,8 

3,1 


13,5 

12,2 


J 0,1 (FBG) 
0,03 (FBG) 
1,1 (FiSG) 
0,8 (FiSG) 


2,2 

4,0 

9.6 

6.7 


bli 2 Tage 


bis 3 Tage 


(FBG) 

(FBG) 

(FBG) 

(FiSG) 

(FiSG) 

(FiSG) 

(FiSG) 

(FiSG) 


r . A 32,2 (FBG) 

26.2 (FBG) 
J 15,2 (FBG) 

9,3 (FBG) 

VI. A 5,1 (FiSG) 

6.2 (FiSG) 

17.2 (FiSG) 

5.3 (FiSG) 


(FBG) | 
(FBG) 


(FiSG) 

(FiSG) 


Fisch riecht stark 
nach Ammoniak, 
Haut stellenweise 
mit schleimigem 
Belag bedeckt 
IV. A 54,1 (FBG) 

33.0 (FBG) 
100,4 (FiSG) 

27.0 (FiSG) 
J 2,1 (FBG) 

2,2 (FBG) 
6,8 (FiSG) 

16,2 (FiSG) 


IV. A 19,8 (FBG) 
7,3 (FBG) 
22,0 (FiSG) 
20,6 (FiSG) 

2.2 (FBG) 

4.3 (FBG) 
0,8 (FiSG) 
2,8 (FiSG) 


J 0,4 (FBG) 
2,0 (FiSG) ; 

6.5 (FiSG) ’ 

7.5 (FiSG) 

1,4 (FBG) ' 
2,0 (FBG) ’ 
0,2 (FiSG) 
0,07 (FiSG) 


J 4,3 (FBG) v 
1,0 (FiSG) v 

0.1 (FBG) 

0,1 (FBG) 

0,7 (FiSG) 
0,2 (FiSG) 


LA 5,7 (FBG) , 
7,6 (FBG) 
0,5 (FBG) 
0,4 (FBG) 

6.9 (FiSG) 
7,6 (FiSG) 
1,3 (FiSG) 

1.5 (FiSG) 

J 1,7 (FBG) • 
0,8 (FBG) 1 
0,5 (FBG) ' 

2.9 (FBG) ' 
0,8 (FiSG) 

3.5 (FiSG) ' 
1,8 (FiSG) 1 
1,8 (FiSG) | 


Fisch riecht stark 

V. A 10,7 (FBG) 

34.0 (FBG) 

J 12,5 (FBG) 

11.0 (FBG) 

VI. A 0,8 (FBG) I 

1,1 (FBG) | 
0,4 (FBG) 1 
0,4 (FBG) i 
1,5 (FiSG) 
2,8 (FiSG) 
3.7 (FiSG) 
0,5 (FiSG) 


! 


bis 4 Tage 


Fisch riecht nach 
Ammoniak 
V. A 11,8 (FBG) 
21,5 (FBG) 
151,6 (FiSG) 
25,0 (FiSG) 
J 4,0 (FBG) 
5,9 (FBG) 
1,8 (FiSG) 
3,4 (FiSG) 


bewegen sich anfangs entweder auf gleicher Höhe wie bei den Fischen 
in den Auktionshallen des Fischereihafens oder sind sogar niedriger, 
was auf die Nachwirkung des wiederholten Abwaschens und Ab- 
schleiraens zurückzuführen ist. Auch hier sind die Streuungen sehr hoch. 
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In den folgenden Tagen geht der Anstieg jedoch schnell vonstatten, wobei 
die Streuung nach oben immer mehr zunimmt. Schon am dritten Tage 
ist der Fisch schleimig und unansehnlich geworden oder erweist sich 
durch Verfärbung, Geruch und Erweichung der Muskulatur als ver- 
dorben. Daß der Fisch an der Grenze seiner Haltbarkeit steht, zeigt 
auch seine Empfindlichkeit gegenüber vorübergehenden Temperatur- 
steigerungen. Eine ein- bis zweistündige Erwärmung auf etwa 30° C 
kann eine Verdopplung, mindestens aber eine erhebliche Zunahme der 
Keime bewirken (Tabelle XI). Solche Temperaturanstiege sind be- 
sonders in den Sommermonaten unvermeidlich, wenn der Fisch in die 
einzelnen Haushaltungen gebracht und bis zur Zubereitung der Luft- 
temperatur ausgesetzt wird. 

Tabelle XI. 

Wirkung einer vorübergehenden Erwärmung der Fische auf 
den Keimgehalt (Kabeljau, Karlsruhe 1933). Zahlen in Millionen je qcm. 


Alter des Fisches bis 1 Tag | Alter des Fisches bis 2 Tage 


Fischhändler 

Thermostat 

| Fischhändler 

| Thermostat 

V: A 13,5 (FiSG) 
12,2 (FiSG) 

J 6,5 (FiSG) 
7,5 (FISG) 

l A / 4 Std. bei 31° 
Geruch nicht 
verändert 

A 11,6 (FiSG) 
12,0 (FiSG) 

J 6,2 (FiSG) 
1,5 (FiSG) 

V: A 32,2 (FBG) 
26,2 (FBG) 

J 15,2 (FBG) 
9,3 (FBG) 

i 

l l /a Std. bei 33° 
schwacher 
Ammoniakgeruch 

A 55,9 (FBG) 
41,6 (FBG) 

J 24,6 (FBG) 

1 49,0 (FBG) 

! 


1 

1 

1 

ii VI : A 5,1 (FiSG) j 

i 6,2 (FiSG) ! 

i 17,2 (FiSG) , 

, 5,3 (FiSG) ' 

1», Std. bei 31« 
Fleisch gelblich 
! verfärbt, schwacher 
Ammon iakgeruch 

A 4,5 (FiSG) 

9,1 (FiSG) 
28,9 (FiSG) 

9,7 (FiSG) 


Alter des Fisches bis 8 Tage 


Fischbäudler 


Fisch riecht stark 


V: A 10,7 (FBG) 

34.0 (FBG) 
J 12,5 (FBG) 

11.0 (FBG) 


Thermostat 

l l /a Std. bei 31° 
Geruch nach Ammoniak 
A 19,7 (FBG) 

54,9 (FBG) 

J 48,7 (FBG) 

64,4 (FBG) 


Diskussion der Ergebnisse. 

Überblicken wir nochmals den gesamten Weg, den der Fisch durch- 
läuft, so steht fest, daß vom Standpunkt des Mikrobiologen aus die 
Behandlungsweise des Fisches fast in allen Abschnitten unbefriedigend 
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ist» und daß der Seefisch nicht mit der Sorgfalt behandelt wird» die ein 
so leicht verderbendes Lebensmittel verlangt. 

Bei dem Versuch, Abhilfe zu schaffen, muß davon ausgegangen 
werden, daß grundlegende Veränderungen in der Behandlung der 
Fische an Bord der Fischdampfer heute nicht möglich sind. Die räum- 
lichen Verhältnisse, die jetzt schon vorhandene Überlastung der Mann- 
schaft während der Fangtage und die Forderung, den Laderaum bei 
möglichst kurzer Reisedauer des Fischdampfers voll auszunutzen, 
lassen es nicht zu. Schon durch geringfügige Veränderungen des jetzt 
an Bord üblichen Arbeitsganges dürfte sich indessen eine Verbesserung 
im mikrobiologischen Zustand der Fische erzielen lassen. 

Dagegen besteht bei der Behandlung der Fische an Land eine größere 
Bewegungsfreiheit. Hier müßte vor allem die Unterbrechung der Kühl- 
kette vermieden werden, die sicher einen ungünstigen Einfluß auf die 
Haltbarkeit hat, selbst wenn die Oberflächenkeimgehalte nicht wesentlich 
ansteigen. Das Gegenargument, daß die Mehrzahl der vorhandenen 
Bakterien ja kryophüe, gerade an die niederen Temperaturen im Wasser 
und im Fischdarm angepaßte Keime sind, ist nicht stichhaltig, da auch 
bei zahlreichen Kryophilen das Temperaturoptimum des Wachstums 
zwischen + 10 und -f 20° C liegt. Außerdem setzt gerade jetzt die 
Infektion mit Bakterien der mesophilen Temperaturgruppe ein. Um 
die Veränderung der Fischqualität in diesem Abschnitt noch genauer 
aufzuklären, werden vir den Vorgang der Tiefeninfektion in Abhängig- 
keit von der Temperatur verfolgen; außerdem wird die von Lücke und 
Oeidel (1935) ausgearbeitete Methode zur chemischen Untersuchung des 
Frischezustandes herangezogen werden. 

Verstärkte Anwendung der Kälte muß auch für die Behandlung der 
Fische beim Groß- und Kleinhändler und während des Bahntransportes 
gefordert werden. Kaess und Loeser haben in Gemeinschaft mit der 
Reichsbahnverwaltung bereits Untersuchungen über die Lagerungs- 
bedingungen in den Kühlwagen der Reichsbahn eingeleitet. 

Es ist jedoch sehr fraglich, ob sich allein durch diese Maßnahmen 
schon eine erhebliche Verbesserung der Fischqualität im küstenfernen 
Binnenland erzielen lassen wird, oder ob man auch auf dem Gebiet 
der Fischlagerung zu „kombinierten Methoden“ [PfonA* (1933), Schuxirtz 
(1935)] übergehen muß. Auf keinen Fall wird ein rechtzeitiger Ausbau 
der Gefrierverfahren hierdurch überflüssig gemacht. 

Aus den statistischen Unterlagen der Gesundheitsbehörden geht 
hervor, daß pathogene Bakterien bei der Fischzersetzung seltener auf- 
treten als z. B, bei Fleisch und Wurst. Diese Feststellung darf nicht 
dazu benutzt werden, alle Vorschläge zu einer sorgfältigeren Behandlung 
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der Fische für überflüssig zu erklären. Denn unsere Bestrebungen sind 
ja auf Verbesserung der Qualität und Verminderung der Verluste durch 
Verderb gerichtet, wobei es gleichgültig ist, ob die Zersetzung der Fisch- 
muskulatur durch menschenpathogene oder durch nichtpathogene 
Bakterien der Eiweißfäulnis verursacht wird, weil in beiden Fällen der 
Fisch für die menschliche Ernährung unbrauchbar wird. 

Der Anfangskeimgehalt der geschlachteten Fische ist mit etwa 
10 4 Keimen (Abb.6, S. 227) im Durchschnitt größer als bei Fleisch. Seine 
Höhe könnte für die Haltbarkeit des Fisches ähnliche Bedeutung haben, 
wie es bei Fleisch der Fall ist [W. Schwärtz und W. Bender (1936)], bei dem 
sich Unterschiede so spät ausgleichen, daß niedriger Anfangskeimgehalt 
eine bessere Haltbarkeit bewirkt. Es bedarf allerdings noch der Unter- 
suchung, wieweit bei einer erfolgreichen Verzögerung der Bakterien- 
vermehrung etwa die autolytische Zersetzung der Fischmuskulatur 
praktische Bedeutung erlangt. Die Infektion während des Fangens 
und Hievens wird sich kaum erheblich vermindern lassen. Um so mehr 
Wert muß darauf gelegt werden, daß eine weitere Infektion der Fische 
beim Schlachten verhütet und die Säuberung der Fische gründlicher 
durchgeführt wird. Es ist ohne weiteres möglich, die Fische vor einer 
Beschmutzung durch die Eingeweide zu schützen. Ebenso läßt sich der 
Spülvorgang, auch wenn er wie bisher im Spülfach ausgeführt wird, 
günstiger gestalten. Einzelne Reedereien haben bereits befriedigende 
Versuche in dieser Richtung unternommen. Es wird voraussichtlich 
gelingen, den Keimgehalt unter den der noch nicht geschlachteten 
Fische herabzudrücken. 

Um eine einwandfreie Beschaffenheit des Eises zu sichern, werden 
von Zeit zu Zeit mikrobiologische Kontrollen unerläßlich sein. Ent- 
scheidend ist der Keimgehalt des zerkleinerten Eises beim Eintreffen 
am Dampfer. 

Die Temperatur- und Lagerungsverhältnisse im Fischdampfer 
lassen sich ebenfalls verbessern. Seit mehreren Jahren wird von den 
deutschen Fischdampf em sogenannter ,, Kistenfisch“ an den Markt 
gebracht, der nicht lose im Fischraum, sondern mit Eis in Holzkisten 
verpackt wird, die im Fischraum aufgestapelt werden. Kistenfisch 
erzielt auf der Auktion stets höhere Preise. Die mikrobiologische Unter- 
suchung hat ergeben, daß der Keimgehalt niedriger ist als bei Vergleichs- 
fischen aus dem Fischraum (Tabelle XII, S.228). Leider ist diese Be- 
handlungsweise für Massenfänge zu umständlich. Dagegen kann man 
die Temperaturverhältnisse schon durch Zusatz von Kochsalz zum Eis 
verbessern. Einige Versuche, bei denen zunächst Kistenfisch, wie bei 
den Untersuchungen über die Eiweißzersetzung von Lücke, und Oeidel , 
mit einem Eis-Kochsalzgemisch behandelt war, haben günstige Ergeb- 
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Abb. 6. ÜVferslcht Uber die Entwicklung der OberflKchenkeimgehalte von der See bis zum 

Fischhändler im Binnenland. 

Zeichenerklärung: O Körperoberfliche: FBg 
A Körperoberflacbe : FiSG 
% Bauchhöhle: FBG 
4, Bauchhöhle : FiSG, 
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nißse gezeitigt (Tabelle XII). Auch bei der Lagerung der Fische an 
Land werden Vermehrung der Bakterien und Eiweißabbau im Eis- Salz- 
Gemisch verzögert (Tabelle XIII). 

Tabelle XII. 


Keimgehalt je qcm bei Lagerung im Fischraum des Dampfers 
in Eisund in Eis- Salz - Gemisch (6 bis 8% NaCl). B = Bäreninsel, 
Kabeljau. NK = Norwegische Küste, Schellfisch. 


Flschranm (nur Eis) 

Kistenflsch (nur Eis) j 

Kistenflsch (Eis-Salz-Gemisch) 

B: A 24 359 400 (FiSG) 
15 366 120 (FiSG) 

2 593 293 (FiSG) 

A 9 570 960 (F’iSG) 

A 

473 760 (FiSG) 

J 8 985 600 (FBG) 

9 731 400 (FBG) 

4 406 133 (FBG) 

J 108 300 (FBG) 

J 

523860 (FBG) 

NK: A 1418 667 (FBG) 
293 667 (FiSG) 

A 133 334 (FBG) 

173 334 (FiSG) 

A 

62 667 (FBG) 

150 000 (FiSG) 


Tabelle XIII. 

Einfluß der Lagerung in Eis und Eis-Salz-Gemiweh auf die Ent- 
wicklung der Keimgehalte (Versuche an Land). 

Schellfisch von der norwegischen Küste, am 31. Januar 1935 gefangen, am 
3. Februar im Hafen eingetroffen. Der Fisch war schon wahrend der Reise 
in entsprechender Weise in Eis bzw. Eis-Salz-Gemisch gelagert worden, 
(Keimgehalt in 1000 Bakterien je qcm Körp grober fläche.) 


Datum 


jl Nach dem Loschen I 
, am 4. II. | 


6. II. 


Eiskasten 1 419 (FBG) 1 425 (FBG) 

i 294 (FiSG) 1 589 (FiSG) 

Kasten m. Eis-Salz-Gemisch || 63 (FBG) I 242 (FBG) 

|| 150 (FiSG) 287 (FiSG) 


8. II. 


8 257 (FBG) 
11 193 (FiSG) 

272 (FBG) 
361 (FiSG) 


Datmn ,i 11. II. , 13. II. 


Eiskasten I 19 450 (FBG) , 

j| 123 080 (FiSG) 00 

Kasten m. Eis-Salz-Gemisch I 1 572 (FBG) I 2 133 (FBG) 

|l 3 536 (FiSG) | 3 871 (FiSG) 


is ll 


I 21 398 (FBG) 

' 111 460 (FiSG) 


Wieweit die Reinigung der Gerätschaften und der Fischriume auf 
den Dampfern den hygienischen Anforderungen entspricht, ließe sich 
in Anlehnung an die in Brauereiräumen angewandten Verfahren der 
biologischen Betriebskontrolle leicht feststellen. 





Mikrobiologische Untersuchungen an Seefischen. 


229 


Zusammenfassung« 

1. Als Hauptinfektionsquelle bei dem Fang der Fische mit dem 
Grundschleppnetz muß der Darminhalt der Fische und die Infektion 
der Fischoberflächen durch Darmbakterien angesehen werden. 

2. Als zusätzliche Infektionsquellen kommen in Frage der Keim- 
gehalt des Meerwassers und des Meeresbodens, des Eises und der Fisch- 
räume. 

3. Natur- und Kunsteis verschiedener Herkunft zeigen in bezug auf 
ihren Keimgehalt erhebliche Unterschiede. Neben dem Keimgehalt des 
zur Eisgewinnung benutzten Wassers dürfte die Behandlung des Eises 
beim Zerkleinern und beim Transport zum Dampfer großen Einfluß auf 
den Keimgehalt des gebrauchsfertigen, grobkörnigen Eises haben. 

4. Die Keimgehalte des Meerwassers und des Meerbodens haben 
im allgemeinen keine praktische Bedeutung; der Keimgehalt der Fisch- 
räume auf dem Dampfer hängt ab von der Gründlichkeit der Reinigung 
vor Beginn der Reise und von dem Erhaltungszustand der Wände und 
Schottenbretter. Der Mensch wirkt nicht als eigentliche Infektionsquelle, 
sondern trägt nur zur Ausbreitung der Keime bei. 

5. Die Vorgänge beim Schlachten und Spülen der Fische be- 
friedigen in mikrobiologischer Hinsicht nicht. Es ist bei der jetzt 
üblichen Behandlungsweise nicht möglich, den Keimgehalt der ge- 
spülten Fische mit Sicherheit unter den Keimgehalt der geschlachteten 
Fische zu senken. 

6. Die Kühltemperatur im Fischraum reicht nicht aus, um unter 
allen Umständen eine einwandfreie Haltbarkeit der Fische bis zur 
Ankunft im Hafen, d. h. während eines Zeitraumes bis zu 14 Tagen, 
zu sichern. 

7. Die Besiedelung der Fischoberflächen mit Bakterien hat beim 
Löschen der Fischladung einen vorläufigen Höhepunkt erreicht. Selbst 
die etwa zwölfstündige Unterbrechung der Kühlkette nach dem Löschen, 
während der Auktion und während des Transportes zum Großhändler 
hat nicht den Anstieg der Keimzahlen zur Folge, den man eigentlich 
erwarten sollte. 

8. Das Abschleimen der Fische bewirkt zwar eine erhebliche Ver- 
minderung des Oberflächenkeimgehalts, der Einfluß dieser Maßnahme 
auf Tiefeninfektion und Haltbarkeit ist jedoch noch zweifelhaft. 

9. Kistenfisch und Fisch in Eis- Salz-Gemischen weisen bei der 
Ankunft im Hafen einen geringeren Oberflächenkeimgehalt auf als die 
im Fischraum mit Eis ohne Salzzusatz verstauten Fische. 

10. Der Fisch trifft im küstenfernen Binnenland unter den jetzigen 
Bedingungen erst im Grenzbereich seiner Haltbarkeit ein und ist in 
diesem Zustand selbst gegenüber vorübergehenden Temperatursteige- 
rungen sehr empfindlich. 


16 * 
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ttecherches sur l’aetion das prodoits animaox gor le ddreloppe« 
ment d’on microorganisme (Phycomyees). L’aetion du lait. 

Par 

W. H. Sehopfer. 

Avec 5 figures dans le texte. 

(Eingegangen am 29. April 1937.) 

Quoique Phycomyees ne se trouve qu’exceptionneilement en 
contact naturel avec des substances d’origine animale, il est tout de 
m&me interessant de rechercher si les organes animaux ou leurs extraits 
sont capables d’aetiver le d^veloppement de ce microorganisme, dont 
la croissance, on le sait, est conditionnee par une ou plusieurs substances 
auxogfenes. 

Des recherches prcliminaires ont d£ja montre que c’6tait effectivement 
le cas [ Schöpfer , 1936(10)] et Pon sait que les facteurs accessoires de la 
croissance des levures (avant tout bios II) sont £galement presents dans les 
tissus animaux. [Nielsen et Hjorth-Hansen (5), Kögl et van HasseU (3), 
Van HasseU (13).] Par le fait de Paction certaine de la Vitamine B 1 
pure, cristallis^e, sur Phycomyees — qui en constitue le test le plus sen- 
sible connu — nous sommes autoris^s k admettre Pintervention possible 
de toute substance contenant le facteur antin^vritique, quelle que soit son 
origine. On sait que Heu les les planten sont capables de faire la Synthese 
du facteur B 1, qui semhle inctependante de Pactivitä chlorophyllienne 
(< Champignons , baettries , levures contiennent de Paneurine); nous avons 
d'autre part monträ qu’iui grand nombre d’extraits v£getaux, foumis par 
des esp&ces träs diverses, sont capables d'aetiver le milieu de culture de 
Phycomyees [Schöpfer (9)]. Mais, le facteur B 1 est ägalement con- 
tenu en quantit^ variable dans un grand nombre de tissus animaux; son 
existonce est k rapporter k Palimentat ion v6g6tale des animaux. 

Randoin et Simonnet (6) signalent le facteur B 1 dans la viande grasse et 
maigre, dans le foie, la cervelle, le jaune d'oeuf, le lait frais (il manque dans la 
creme et le beurre frais et le fromage gras). Il est 6ga lernen t präsent dans la 
poudre de lait d£graiss£e et le lait sucr4 condens£ ; sa thermostabilite relative 
fait qu’il ne disparait pas compl&tement dans les alünents animaux ayant 
subi Paction de la cuisson. Il est 6galement präsent cliez certains animaux ver- 
t6br&et invert4br£s 4tudi4s parce qu'utilis&s pour Palimentation: hareng, 
huitre, sardine etc. - - Il est fort probable qu’on le retrouvera 6galement dans 
d’autres tissus et d'autres animaux, moins Studien par le fait qu’ils n’inter- 
viennent pas dans Palimentation humaine. Dans sa monographie, Eihel 
Browning ( 2 ), qui r£unit les diverses donnäes connues jusqu'& ce jour, donne 
son existence comme certaine dans; le muscle de boeuf ( Orijns , 1901 ; 
Cooper f 1912 — 14 ; Osbome et Mendel , 1917; Hoagland , 1929 ), dans le cerveau 
(Cooper f 1912 — 14 ; Osbome et Mendel , 1918), dans la cas&ne (Randoin et 
Simonnet , 1927 ; Chick et Roscoe, 1927), dans le jaune d'oeuf (Mac Collum 
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et Davis, 1915, Chick et Hunte, 1917; Tso, 1920), dans le cerve&u ( Oooper , 
1912 — 1914, Osbome et Mendel, 1918,) dans le foie (Osbome et Mendel, 1918). 
Dans le lait, le facteur B 1 est signalä par un grand nombre d’auteurs 
[Browning (2), p. 358 — 363] : lait humain et de divers animaux, lait frais, 
condensä, ävaporä, poudre de lait. Sans que cet aliment soit pariiculiärement 
riche en Vitamine antinävritique — on admet que la dose d’aneurine präsente 
est juste süffisante — il a joue tout de meme un r61e important dansledäve- 
loppement de la vitaminologie, comme point de däpart de la thäorie gänärale 
des vitamines ( Lunin , 1881, Hopkins, 1912, Funk , 1913, Osbome et Mendel , 
1911—12). 

Bomskow ( 1 ) donne quelques chiffres präcis, exprimäs en unitäs de 
croissance-rat, par gramme de lait: lait de vache 0,1 — 0,15; lait de chävre 
0,1; lait de femme 0,05; jaune d’oeuf 0,5 — 1; viande de veau 0,25; foie 
de veau 1 — 1,6. 

Une unitä de croissance-rat äquivaut k 1 — 2 unitäs internationales 
(U. I.), cette demiere correspondant k 2 y de Vitamine pure (2 & 3 selon des 
determinations räcentes). 

Les quantitäs sont faibles; cependant etant donne la träs forte 
sensibilite de Phycomyces (une unite Phycomyces = 0,005 y), on peut 
s’attendre encore & une reaction nette, si dans la eulture se trouve un 
fragment de tissu, dont le poids est inferieur ä 1 g et si la vitamine B 1 
s’y trouve sous une forme teile qu’elle puisse exercer son activite. 

Action de divers organcs et de leurs extraits . 

En etudiant les räactions de Phycomyces sur des substrats contenant 
divers produits animaux frais, un fragment de ce demier etant sterilisä 
avec le milieu 1 , nous avons effectivement un deelanehement de la 
croissanee attestant la presence de faeteurs de croissance (10). Les 
tissus etudies proviennent, dans un premier essai, du lapin. Le poids 
des recoltes obtenues depasse souvent celui des cultures livrees par la 
quantite optimale de vitamine, en presence de 1 °/ 00 d’asparagine. 

Le milieu de eulture contient 5% de glucose et 1°/^ d’asparagine. 
Des fragments de tissu d’un poids croissant sont ajoutes a celui-ci. Avec 
le foie, les cultures passent de 16 a 147 mg, avec le poumon de 21 a 
119 mg, avec le pancreas de 10 ä 79 mg, avec les glandes salivaires de 
21 k 103 mg, avec le rein, les räcoltes atteignent 156 mg. 

La question se pose de savoir si le fragment de tissu n’agit que par 
les faeteurs de croissance qu’il recele, ou s’il contribue a ameliorer la 
nutrition azotee; cette demiäre possibilitä n’est pas exclue, mais comme 
Phycomyces ne se developpe pas sans faeteurs de croissance, force nous 
est d’admettre l’existence de ces derniers dans Torgane animal, leur 
diffusion dans le milieu de eulture, et leur action prepondärante sur le 
microorganisme. 

1 Milieu habituel: glucose pur. 5%, asparagine l%o> Mg SO* 0,5 %o, 
KHjPO* 1,5 %q. Erlenmeyera de 150 ccm (Jena), avec 25 ccm de solution 
par eulture. 
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En hächant le foie en pulpe fine et en ajoutant 2 g de celle-ci k 100 ccm 
d’eau, nous obtenons une Suspension opalescente ; apres d^cantation, cette 
derniäre est adjointe k 25 ccm de notre milieu de culture inactif . Les 
r&mltats obtenuH «ont les suivants (tableau 1): 


Tableau I. 


extrait ccm 

0 

5 /ioo i 

’/io 

’ho 

| 6 /xo j 

1 

2 

! 4 ; 

: s 

recolte mg 

6 

9 

8 

! 12 

' 18 1 

27 

54 1 

i 70 

! 90 


La progression est nette et reguliere et l’on voit qu’ä partir de 
1 /io de ccm, l’action est parfaitement visible; cette dose de Suspension 
contient les faeteurs de croissance foumis par 2 mg de foie. 

II peut a premiere vue paraltre ose d’attribuer l’aotion du tissu ä 
la Vitamine B I qu'il peut contenir; effectivement, nous ignorons sous 
quelle forme, le facteur antin^vritique y est present, libre ou adsorbe 
et si, en definitive, il est en etat d’exercer son action, apres la coagulation 
des proteides presents da ns Textrait. En nous basant sur les donnees 
admises, quant a la teneur du foie en facteur antinevritique (test animal), 
un calcul approximatif peut nous indiquer si Taction observee sur 
Phycomtjcrx peut etre rapportee a la prcsence de la vitamine. 

Teneur en Vitamine admise du foie: 1 -1,6 unit£s-croi>sanoe-rat. Pour 
simplifier le calcul, nous prenons comine )>ase de calcul 1,5 unit£s. Une 
unit^-rat correspond k 1- 2 U. I., soit 1.5. 1 g de foie contiendra donc 

2,25 U. I. env.; une U. I. correspondant a 2~ 3 y de vitamine pure (soit 
2,5 ;♦) ,1a quant it^ de celle-ci contenue «laus les 2 g de pulpe de foie suspendus 
dans 100 ccm d'eau est portee a 11,2 ;* env. 

La solution de vitamine pure utilisee habituellement contient 20 y de 
vitamine pour 100 ccm (0,2 ••/ccm); le developpement maximum est obtenu 
avec 0,5;» soit 2,5 ccm de solution. 

Avec notre susponsion de foie, si nous admettons que la totalite du 
facteur B 1 qu'il contient a diffuse dans l'eau, on a 0,11 ;• par ccm; avec 
4 5 ccm on devrait obtemr le developpement maximum; dans Texperience 

precedenle, le maximum de developpement apparait avec 8 ccm; il est de 
90 mg, chiffre normal. 

On voit donc que sur la base de oe calcul purement theorique, on peut 
admettre l'aetion de la vitamine contenue dans le foie, et expliquer par- 
tiellement Tallure de la courbe obtenue. 

(Jes speeulations restent cependant problematiques; d'une part, 
la teneur du foie en vitamine B 1 est variable, et d’autre part, il n’est 
pas certain que toute la vitamine contenue ait diffuse et soit a la disposi- 
tion du microorganisme. Malgre tout, elles nous montrent la possibilit^ 
de faire intervonir la vitamine B 1 du tissu animal dans la discussion 
des fait8. 

Les donnees quantitatives manquent, en ce qui concerne les autres 
tissus; il ne nous est pas possible d'interpreter numeriqueraent les 
resultats de nos experiences, comme celä a ete le cas pour le foie. 
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En utilisant la mime mEthode que pour l’extrait d© germes d© ble, 
il ©st pössible de prEparer k partir du foie un concentrE trEs actif . 

500 g de foie sont EpuisEs par l’alcool k 80°; aprEs Evaporation de 
oelui-ci, prEcipitation par la baryte, neutralisation par l’acide sulfurique, 
prEcipitation de la Vitamine B 2 par 1’acEtate de plomb, Elimination de 
celui-ci par l’hydrogene sulfurE, et concentration, on obtient un extrait 
sirupeux (30 ccm) dont l’action est la suivante (Tableau II): 


Tableau IL 


extrait ccm 

0 

6 /i 00 

l /io 

'ho 

6 /i0 

1 

2 

rEcolte mg 

6 

96 

110 

120 

174 

190 

176 


Avec 5 / 100 , 1’effet est dejä extrEmement net et nous nous trouvons bien 
au-dessus de la limite d’action inferieure, ce qui donne une idEe de la 
concentration de Textrait en facteur de croissance. On pourrait ad- 
mettre que les 6 /ioo de ccm ne sont pas loin de contenir 0,5 y de vitamine 
pure, ce qui porte k 10 y la teneur du ccm (en exprimant la totalitE de 
l’effet exerce par les facteurs de croissance en vitamine Bl). 

Le poids inusitE des rEcoltes, jusqu’a 190 mg, indique que d’autres 
facteurs doivent intervenir. 

Une Etüde systEmatique des Organes du rat nous conduit aux niemes 
conclusions; les Organes de cet animal sont prElevEs immEdiatement 
apres sa mort; des petits fragments sont peses sur la balance de precision, 
ajoutEs immEdiatement au milieu inactif et sterilises avec lui. 

On peut evidemment contester l’exactitude de la mEthode et 
relever que par suite de la coagulation des albumines du tissu, la totalitE 
des facteurs de croissance contenus dans les cellules ne diffusent pas 
forcEment dans le milieu. A moins de proceder ä une extraetion pro- 
longEe des tissus par l’alcool, il n’v a pas d’autre mcthode applicable. 
Comme on le voit par le tableau III, il semble bien y avoir une propor« 
tionnalite entre le poids du tissu et celui de la rEcolte, mais les eourbes 
obtenues sont trfes irregulieres, ce qui peut a la rigueur s’expliquer par 
les anomalies de diffusion du facteur de croissance (tableau III). 

Avec tous les Organes utilisEs, nous observons un© activation du 
milieu; celle-ci est maximale avec le rein, le poumon et le cerveau. 

La presence de vitamine Etant admise dans un certain nombre 
d’ Organes — sur la base des donnEes foumies par le test animal — nous 
pouvons logiquement invoquer son action pour expliquer les effets 
exercEs sur Phycomyces par les tissus et leurs extraits. Avec les Organes 
les plus actifs, nous observons TEtablissement d’un plateau de la courbe. 

Si nous nous rapportons aux rEsultats foumis par la vitamine pure, 
et si nous cherchons k eiprimer en facteur B 1 la totalitE de reffet 
exercE par le tissu, nous arrivons k des chiffres que l’on peut oonsidErer 
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8 1 pure 0,01 
recolte 8,5 

0,02 

12 

0,06 

24 

0,1 0,2 0,4 

39 65 87 

0,8 

85 

1,6 y 
82 mg 

foie tissu 

8 

10 

15 

40 

51 

107 mg 

recolte 

17 

40 

48 

84 

93 

Ö4 „ 

ooeur tissu 

5 

8 

10 

26 

55 

76 „ 

recolte 

4 

6 

20 

14 

14,5 

27 „ 

poumon tissu 

1 

8 

7 

11 

14 

62 , 

recolte 

22 

29 

83 

60 

90 

93 „ 

rate tissu 

2 

4 

13 

30 

34 

52 „ 

räcolte 

i 

18 

21 

i 31 

36 

50 „ 

rein tissu 

5 

6 

10 

1 15 

29 

1 63 „ 

röoolte 

15 

22 

43 

' 72 ! 

79 

1 95 „ 

muscle tissu 

3 

; 6 

14 

35 

39 

| 60 ^ 

recolte 

9 

1 18 

14 

20 

26 

1 35 „ 

utärus tissu 

3 

10 

1 12 

23 | 

54 

I uo „ 

räoolte 

9 

’ 12 

i 14 

16 | 

23 

1 34 yf 

cerveau tissu 

: 6 

1 9 

. 9 

30 

i 32 

! 79 „ 

recolte 

i i* 

| 16 

, 14 

34 

; 39 

l 75 T 

cervelet tissu 

i 

i 47 

i 85 mg 

i 

1 


recolte 

5 

i 54 

* 75 „ 

I 

i 

\ 

\ 

bulbe tissu 

14 

i 53 mR 


i 

1 

I 

recolte 

14 

| 48 „ 

i 

1 

1 


serum 

0,5 

1 1 

2 ccmi 



recolte 

, 34 

1 39 

1 47 mg 

1 


! 

globales rouges 

non pesäs, 2 ccm env. 


1 

* 

recolte i 


77 

mg 



i 


Le« fragments de graisse sont elimmes du morceau d*organe. Pour 
le« tiHHus c4r£braux, il n'eat pas fait de difförenee entre mati&re grise et 
matiere blanche. Le fragment de muscle provient d'un muwcle abdominal. 


comnie admiasibles. Si nous admettons le chiffre de 90 mg de recolte 
pour 0,5 y de Vitamine, nous trouvons pour le rein, le poumon 0,5 y 
pour 50 mg, soit 10 y par gramme, pour le foie 5 y par gramme env. 

Avec le serum, nous avons trouve une fois 39 mg de recolte avec 
1 ccm (rat male) et une fois 69 mg pour 1 ccm (rat femelle) ; en com- 
parant avec les donnces foumies par la Vitamine pure, nous trouvons 
que 0,2 y de cette demiere livre une recolte de 65 mg. La presence de 
0,2 y de Vitamine B 1 par ccm de serum est certainement possible et 
d’un ordre de grandeur acceptable. Mais nous le repetons, une teile 
expression des r&ultats n’est admissible qu’en vertu d’une oonvention 
seien laquelle toute Pactivite du tissu est exprimee en Vitamine B 1. Or 
nous savons que d'autres facteurs agissent egalement. 
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Action du lait . 

Le lait est particul&rement interessant k utiliser pour nos recherches ; 
on ne se heurte pas a la difficulte de preparer un extrait, comme c’est le 
cas pour un tissu. La teneur en Vitamine B 1 de ce liquide n’est pas 
aussi d^pendante de celle du fourrage, comme on pourrait le croire; 
les bactEries de la panse des ruminants forment une quantitä appreciable 
de facteur antinevritique, de teile Sorte que le taux de ce demier est 
relativement independant de la nutrition. Voir les donnöes numeri- 
ques, p. 232. 

Nous utilisons pour nos expEriences le lait de vache normal, EcrEmE, 
mais contenant encore une dose appreciable de matieres grasses. Les 
dEsignations suivantes seront employees: 

Lait complet n, n/2, nj 4, 2 n: lait liabituel Ecreme, concentration normale, 
diluo 2 et 4 fois, ou concentrE 2 fois. 

Petit lait n etc.: lait EcremE ayant subi Taction de la prEsure; la casEine 
est eliminEe; solution claire, jaunatre. Les lactoglobulines et lact- 
albumines sont encore präsentes. 

Lait dEgraissE: traitement prolonge par l’Ether de pEtrole; Elimination de 
la majeure partie des matieres grasses restantes et des pigments Caro- 
tinoides. 

Les eehantillons en sont sterilisEs avec le milieu habituel. 


On constate la forte 
activitE du lait (voir fig. 1, 
p. 236), puisqu’ avec Vrn 
de ccm, les cultures sont 
de ja bien developpees et 
forment un thalle aerien. 
Les poids de culture atteints 
sont parmi les plus eleves 
que nous ayons obtenus. 
La seriation des courbes 
est remarquablement regu- 
liere: avec des laits dont 
les concentrations sont en- 

Fig t. Action du lait k diverses concentration». comme 2, 4 et S, 

les volumes neeessaires pour 
produire le meine poids de thalle sont, entre eux, exactement dans les 
meines proportions. (voir sur la figure les horizontales a, 6, c, d ). 

Par le fait de la richesse du lait en azote assimilable, on pouvait 
s’attendre a ce que les courbes de croissance, dans les coordonnees 
habituelles ou logarithmiques, ne presentent pas de plateau. On sait 
que Pallure de la croissance est strictement liee k la teneur en azote 
du milieu, et que Fexpression de l’action de la Vitamine est conditionnEe 
par cette concentration en azote [Schöpfer (7)]. 
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Avec une teneur en asparagine de !%<,, le point anguleux et l’£ta- 
blissement du plateau se produisent avec 0,5 y de Vitamine pour 25 ccm 
de milieu; si la teneur en azote est plus 41evde, la courbe continue sa 
marche ascendante, pour atteindre un maximum avec une dose beaucoup 
plus 6\ev6e de Vitamine. Si la substance que nous ajoutons au milieu 
est riche en azote, avec les volumes eleves, de 2 ä 8 ccm, la surcharge en 
azote assimilable est teile que le mecanisme decrit entre en jeu et que la 
courbe obtenue est com- 
plötement atypique dans 
sa partie supörieure (voir 
graphique fig. 2). C’est 
ce qui se produit pour 
le lait. 

Le graphique est 
obtenu avec la solution 
habituelle de Vitamine 
pure, a 0,2 y /ccm, en- 
richie progressivement 
avec 1 , 2 et 3 % d’aspara- 
gine. Le rcl&vement des 
courbes est net et reffet 
obtenu se superpose bien avec oelui que produit le lait. II peut se mani- 
fester avec toute substance azotee assimilable. On peut donc affirmer 
deja que le facteur de croissance necessaire ä Phycomyces se trouve 
dans le lait normal, mais que la richesse nutritive de cet aliment, 
partieuli&rement en ce qui concerne l'azote, modifie profondement 
Pa Hure de la croissance. 

Action dn petit-lait. Proprutes du facteur de croissance. 

Lexpcrience qui suit a pour but de constater si Elimination de la 
caseine exerce une influence de meme que si, par un traitement special, 
il est possible de priver le lait de son action auxogene sur le micro- 
organisme. 

Les Solutions suivantes sont utilis<?es: 1. lait normal; 2. petit-lait 
d^graisse; 3. petit-lait degrai$s£, traittf par l'acetate basique de plomb, ce 
dernier «Haut elimin^ par H 2 »S; 4, ineme solution que 3, nrnis traitee par le 
noir animal (earlio medicinalis Merck). La solution 2 est obtenue par Paction 
de la pr^sure en poudre; nous avons verifi£ qu'a la dose employ^e, la pr&mre 
n*exer?ait aucune action visible sur Ph ycom yccs. La solution 3 est obtenue 
par F action r£p6t6e et prolong^e de l'^ther de jn^trole, dans Pentonnoir & 
decantation. La solution 4 est prt^paree en faisant agir ie noir animal sur un 
volume connu de lait; un court chauffage, suivi d'une filtration, foumit 
une solution claire qui est comptet£e au vohune primitif. Le noir animal est 
compldtement £limin6 de la solution. Toute« ces pr^parat ions sont comparäes 
h la courbe foumie par une solution de Vitamine pure & 0,2 y/ccm. 
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Fig. 2. Action de Ja Vitamine pure, avec adjonction d’azofce. 
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On constate que relimination de la casöine att^nue Teffet auxog&ne 
de moitie environ (voir fig. 3, p. 238, point a). II s’agit probablement 
d’une adsorption partielle du facteur de croissance, entraine par le 
coagulum de caseine; il peut enfin s’agir d’une annulation de l’effet de 

l’azote supplementaire. 



Le noir animal adsorbe 
completement le facteur 
actif; ce dernier ne 
semble pas precipite par 
Pacetate de plomb. Ces 
caracteres gchieraux sont 
ceux que nous avons 
maintes fois retrouves 
chez les produits d'ori- 
gine vegetale, les eon- 
centres de Vitamine B 1 : 
ce sont ceux de la Vita- 
mine B 1 pure. 


ccm/a/t 


Fig :i. Action du petit luit apres divers tiaiti meuts Avtwn de hi ehulntr sur 


Vefftt mtrogem du luit 



rem lad 

J ig 4 A(tion du p» tit-Iait normal et autodavl 


Lc petit -lait dcgriussc, 
a la concontiation noi 
male et dilue de moitie 
est souiniH |>endan< 10 
heures a la teinjH‘iature 
de 127 130®. 11 se pro- 

duit im precipite (jui est 
elitnme: le liquide est 
devenu hrun, eomme 
carainelist*. 

On constate avec 
surprise que cette action 
prolongee de la chaleur 
bien qu’elle attenue 
Paction auxogene du 
lait, en laisse persister 
une notable partie, aussi 


bien dans le petit-lait 

normal que dans celui qui est dilue de moitie (fig. 4, p. 238). Dans les 
deux cas, petit-lait normal et dilue, Pautoclavage prolongc reduit 
Paction auxogene de 50 a 75%. Cette constatation ne manque pas 
d’interet et nous aidera a definir la nature possible du facteur de 


croissance. 
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Action du lait condensi. 

Le lait condensi (Berner Alpenmilchgesellschaft Stalden) fut utilise 
tel qu’il «e präsente au sortir de la boite, puis dilu6, de mamere ä ce qu’il 
corresponde au lait normal et au lait n/4. 

Les r^sultats, portcs pur la fig. 5, p. 239, sont nets: l’action auxogene 
n’est pas detruite par la condensation du lait, au moyen des niethodes 
habituelles. Lacourbeeton- 
nante que Ton obtient avec 
lelait condense pur — mon- 
tee continue jusqu’ä 504 
mg — atteste une action 
auxogene correspondant a 
la forte eoncentration du 
liquide. 

Nature du fucteur aujugau. 

Les quelques caracteres 
que nous avons mis en 
cvidence : thermostabil ite, 
solubilite dans Peau, ad- 
sorption \mr le noir ani- 
mal, non precipitation par 
Pacetate deplomb, quoiquc 
tres gencraux penvent nous Orient er. Remarquons tont d'abord que 
ce sont mix presente« par tous les extraits vegetaux actifs sur 
Phycotnycts, par Pextrait de l<run, et aussi par la Vitamine Bl 
pure, eristallisee. Connaissant Pactivitc de cette derniere sur notre 
microorganisme, nous pouvons — com me nous Pavons fait pour les 
extraits d'organes- baser la discussion Mir Paction possible de la Vita- 
mine B 1 du lait. 

Nous avons indique que, (Papres de nombreux auteurs. eile v etait 
presente et que Peereinage ne diminuuit |>as sensiblement la valeur 
antinevritique du lait. IFapres un eertam nombre de donnees. eile est 
presente etralement dans le petit -lait, la fraetion non liee aux proteides 
coagules par la presure doit se retrouver dans le filtrat (petit-lait). 
IFapres L<coy{-l) % la Vitamine B d'utilisation eellulaire, agissant sur la 
croissance des /< w/rc« et eorrespondant par conscquent a un bios, serait 
adherente a la easeine et manquerait totalement dans le petit-lait. 
Mais nous savons que le bios iPintervient pas dans nos eultures de 
Phycomycva: tout au moins n'est-il pas necessaire de Pajouter au milieu, 
le microorganisme, comme nous Pa\ons demontre, possedant la pro- 
priete de le synthetiser lorsque le milieu est active par la Vitamine B 1. 
Cette ad sorption iPentre donc jms en ligne de eompte dans la discussion. 
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Supplee , Dow et Flanigan (12) (citE d’aprEs Browning) prooEdent 
k la concentration du facteur antinevritique du lait et opErent de la 
maniEre suivante: Elimination de la creme, precipitation de la casEine, 
coagulation de la lactalbumine par la chaleur, cristallisation du phosphate 
de calcium et d’une grande partie du lactose; le liquide rEsiduel est 
concentrE; le concentrE est adjoint a un regime de base (rat) et atteste 
un forte activitE antinevritique. — II peut donc Etre considErE comme 
demontre que le petit-lait contient une quantitE süffisante de facteur B 1. 
Qu’advient-il si nous faisons intervenir le critEre de la thermostabilite ? 
Osborne et Mendel [eite d’aprEs Randoin et Simonnet (6)] constatent 
que le petit-lait dEsalbuminE, soumis ä la chaleur humide (100°) pendant 
2 minutes ne perd pas ses proprietEs curatives antinEvritiques pour le 
rat. Une observation analogue est faite par Mac Collum et Daris : un 
chauffage de 1 heure k 120° a Fautoclave, n'exerce aucune action destruc- 
trice. Ces donnEes sollt Etablies a Faide du test animal ; si Ton se rappelle 
que, dans les conditions de culture appliquEes ici, le microorganisme 
rEagit dEja k la presence de 1 / 100 d’unitE internationale, et qu’avec 
1 /io d’unitE de facteur Bl, les rEsultats sont dEja extremement nets, 
on peut admettre que le chauffage prolonge auquel nous nous sonimes 
livre, n’empechera pas le lait d’exercer une partie de son action auxogene 
sur le microorganisme. Nous avons effectivement observE qu’un 
chauffage tres prolonge d’une solution de Vitamine B 1 pure est nEcessaire 
(4-6 heures a 120°) pour que Fon observe une diminution d’aetivite 
nette sur Phyeomyces. 

Constatant la thermostabilite inusitee d’un grand nombre de 
produits et d’extraits qua nt a leur activitE sur Phyeomyces , nous avons 
EtE amene a admettre Fexistence d’un second facteur de croissance, plus 
thermostable que la Vitamine B 1 , que nous avons apj>elE facteur M. 
Nous avons pu montrer f Schöpfer et Moser (11)] qu’il existe un facteur 
MR agissant sur les espEces du genre Rhizopus , trEs thermostable et 
non adsorbable par le noir animal, et un facteur MP , agissant sur 
Phyeomyces , thermostable egalement, nmis fortement adsorbc par le 
noir animal. Avec la dEnomination MP , nous definissons la totalite de 
Faction thermostable (plus qu’on ne Fadinet habituellement pour la 
Vitamine Bl) agissant encore sur Phyeomyces aprEs un autoclavage 
trEs prolongE des matEriaux activants. On ne peut douter de Fexistence 
de ce second facteur; de nombreuses recherches, effectuccs en partie 
avec la collaboration du Dr. A . Jung , nous ont amenE a la conclusion 
que le facteur M P pourrait bien n’etre — dans certains cas— qu’un produit 
de dEcomposition thermique de la molEcule de Vitamine B 1 (peut-Etre Fun 
des deux constituants connus, base pyrimidique et thiazol eorrespondant). 

En ce qui concerne le lait, nous pouvons ordonner nos arguments 
de la maniEre suivante: La Vitamine B 1 est presente dans le petit-lait 
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et peut intervenir pour expliquer son action sur Phycomyces. Malgre 
Faction prolongee de la chaleur humide, on peut admettre qu’il en reste 
encore une dose süffisante pour activer le developpement de Phycomyces . 
Si tel n’est pas le cas, il faut faire intervenir le faeteur MP qui ne serait 
peut-etre qu’un produit de d^composition de la vitamine B 1. 

Interpretation nvmerique de nos resultats . 

Nous pouvons la tenter— en faisant toutes les reserves desirables— sur 
la base des donnees admises (voirp. 232). Lelait de vache contiendrait 
0,1 a 0,15 unites de croissance-rat par g. La valeur de l’unite de crois- 
sance-rat etant de 1—2 unites internationales et cette derni&re corres- 
pondant ä 2—3 y de vitamine pure, on peut donc admettre, comme 
moyenne , la presence de 0,46 y de vitamine pure par g de lait. En 
interpretant nos resultats sur cette base et en negligeant la densite du 
lait (de 1,029 ä 1,033), nous remarquons que le ccm de lait normal, que 
nous ajoutons a notre inilieu de culture, contient plus de deux fois plus 
de vitamine qu’il n’est necessaire pour obtenir la courbe correspondant 
ä la vitamine pure, qui sert de base de comparaison (0,2 y/ccm); c’est 
en effet la solution a 0,2 y ccm qui fournit, dans tous nos graphiques, 
la courbe Standard. En considcrant le graphique et en essayant d’ex- 
primer la totalite de Faction auxogene du petit-lait en vitamine Bl - 
par Convention — , nous relevons que la courbe vitamine B 1 pure, 
correspond assez bien a celle iivree par le }>etit-lait normal. L’experience 
nous a montre cpie ce genre de comparaison etait valable et possible 
(en negligeant la partie superieure de la courbe faussee par Felevation 
du taux azote de la culture): dans ce cas. nous pourrions dire que le 
petit -lait contient 0,2 y de vitamine pure par ccm. ce qui est 
parfaitement admissible, cet ordre de grandeur correspond a celui des 
taux foumis par le test animal. 

Nous n’affirmons nullement que seule la vitamine B 1 contenue 
dans le lait intervienne dans la physiologie du developpement de Phyco- 
myces et n'entendons ]>as eliminer la ])ossibilite d un faeteur different 
de Faneurine (molecule entiere). II faut reconnaitre egalement que les 
excellents resultats obtenus avec les cultures de Phycomyces decoulent 
egalement de la riehesse nutritive du lait et de Fequilibre biologique de 
ses divers eonstituants. 

Le developpement de Phycomyos est deelanche par le faeteur de 
croissance, et tres favorablement infhience par les aliments ordinaires 
du lait. Cette conclusion n'aume les deux aetions en presence: action 
plastique des elements banaux et catalytique du faeteur de croissance. 

Nous devons encore insister sur le fait que la comparaison des 
resultats fournis par Phycomyces avec ceux livres par le test animal ne 
peut £tre absolument probante: eile ne le devient que lorsque les com- 
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paraisons sont faites sur la base du mdme ächantillon de lait, selon la 
methode que nous appliquons avec d’autres produits et conoenträs 
riches en Vitamine Bl. II n’est pas impossible que notre tost nous 
permette d’apprecier approximativement la teneur en Vitamine B 1 
du lait. L’interprötation des r^sultats depend de la possibilite de Pexi- 
stence du second facteur, de sa nature, de ses relations chimiques avec 
la vitamine B 1 . 

De toute fa$on, il est possible, avec une trfcs petite quantit6 de lait 
ajoutee au milieu synthetique, de preparer un Substrat nutritif excellent 
pour les Mucorivees qui exigent un facteur auxog&ne (auxo-het^ro- 
trophes). 

Concluslons* 

Les tissus animaux (lapin, rat) et leurs extraits sont capables 
d’activer le developpement de Phycomyces en milieu synthetique. Ils 
doivent contenir les facteurs de croissance necessaires a ce microorganisme. 

Ceux-ci sont presents egalement dans les extraits concentr^s de 
foie. II est possible— le calcul le montre— d’admettre l’intervention de la 
vitamine B 1 contenue dans ces Organes, selon les donnees admises. 

Le lait normal exerce sur Phycomyces une forte action auxog&ne. 
L’allure particuliere de la courbe de croissance et le fort developpement 
du microorganisme s’expliquent par la richesse du lait en mati&res 
azotees. L’action primaire: declanchement de la croissance est due 
au facteur de croissance et Paction secondaire: exageration du develop- 
pement— par rapport aux milieux synthetiques les plus complets— 
s’explique par la richesse nutritive du lait. 

Le facteur present est fortement thermostable, soluble dans Peau, 
non precipitable par Pacctate de plomb, fortement adsorbable par le 
noir animal. 

L’elimination de la majeure partie des matieres azotees (caseine) 
ne diminue que faiblement l’activite auxogene du lait: le facteur de 
croissance ne semble que faiblement adsorbc par le coagulum. L’eli- 
mination des matieres grasses ne nuit pas sensiblement a Paction du 
facteur auxogene. 

L’existence de la vitamine B 1 dans le lait et le petit-lait etant 
admise, il est possible d’expliquer par eile reffet du lait sur Phycomyces. 

Si l’on exprime la totalite des facteurs de croissance agissant sur 
Phycomyces en vitamine B 1 par comparaison avec une courbe Standard 
(vitamine pure), on arrive ä des taux voisins de 0,2 y par ccm, ce qui 
semble normal. 

La presence et Paction d’un second facteur, plus thermostable 
que la vitamine B 1 est reservee, de meme que sa relation possible avec 
le facteur antinevritique (produit de desintegration de cette demi&re). 

Il semble possible, dans certains cas fa vorables, de se servir de 
Phycomyces pour d^terminer la teneur en vitamine B 1 du lait. 
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(Do l’Institut botanique de l’Universitö, Bern.) 

La ouate comme 

source de faeteur de croissance de microorganisme. 

Par 

W. H. Schöpfer et W. Rytz jr. 

Avec 1 figure dann le texte. 

(Eingegangen am 29. April 1937.) 

Dans les laboratoires de mierobiologie, la ouate brüte, brune, non 
blanchie est d’usage courant pour la proparation des milieux aterilises. 
Elle est preferee a la ouate blanche par le fait que les filaments possedent 
encore leur mince couche de cire, ce qui empecho le mouillage du bouehon. 

Des le debut de nos recherchcs sur les facteurs de croissance de 
microorganisme, nous avons utilise exclusivement la ouate blanche, 
purifiee, afin de suppriiner toute cause d’erreur possible. II a etc verifie 
qu’une decoction d’ouate de cette qualitc n’exerce aucun effet auxogene 
sur Phyeomyces. Accidentel lern ent, un tampon d 'ouate brüte etant 
entre en contact prolonge avec le tnilieu de culturc inactif, nous observon» 
un developpement inusite du Champignon. II semble donc que la ouate 
lib&re dans le milieu quelque substance auxogene. 

On pourrait sc demander si les filaments d’ouate n’agissent pas 
par voie physico-chimique, en adsorbant a partir du milieu quelque 
substance ix action oligodynamique, paralysant le developpement du 
microorganisme. Le fait qu’il n’est pas necessaire (radjoindre au 
milieu les fragments d’ouate eux-memes, mais simplement une decoction 
preparee separement, permet d'eliminer cette hypothese: il doit s’agir 
vraiment d’une substance contenue dans les filaments et diffusant dans 
le milieu. 

Une decoction d’ouate brüte est preparee on inottam cette derniere 
avec de l’eau distillee, u l’autoclave, pendaut 1 heu re a 120°. Le liquide est 
alors extrait par pression; il est nett einem jaune; la r^aetion <lo F( kling- 
Cammidgs, ainsi que cello de la ninli\drine sont positives; il y donc eu 
diffusion de sucre et d’azote solubles. L’aeetate de plornb produit un troubie 
et un l£ger preeipite. 

Aucune de cos observations ne peut etre faite avec une decoction de 
ouate blanche, pure. 

Une s^rie d’experiences est alors preparee avec diverses deooctions. 

1. Ouate brüte sterilisee pendant 1 h. a 120°. La d/'coction obtenue 
sert de liquide de base, dans lequel sont adjoints les constituants solides 
habituels. 
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2. La meine ojjTration ent faite avec la ouate blanche. 

3. Uno d£coetion de ouate est ajout^e en quantite« croisaantes k un 
milieu habituel inactif. 

4. La solutum 1 OHt traitee au noir animal (carbo medicinalis de Merck), 
filtree et eoinpletr© au volumo primitif. Elle sert de liquide de baue. 

5. 2 g d’ouato brüte «ont calcin^s; cendres dissoutes dann 5 ccm HCl n 
et neutraleren par Na OH n. Adjonction au milieu inactif en quantitT 
croissante. 

6. 25 g d’otiate brüte sont, pendant 24 h, extraits par le chloroforme 
(Soxhlet); la solution ont nettement jaune. Une quantite defiriie de celle-ci 
ent vcrs^o dann len JCrlenmt'yvrs hoch; le chloroforme est evapore et le milieu 
normal inactif ent ajoute. 

7. Milieu de culture normal, inactif, steriler avec 2,5 g d’ouate brüte; 
cette derniere est ensuite extraile. 

8. Meine Operation avec 2,5 g d’ouate brüte ayant au pr^alable subi 
un trnitement prolonge a l’eau bomllante. 

0. Menu* o|M*ratu>n avec 2,5 g d’ouate blanche. 

10. Meine Operation avec* 2,5 g d'ouate blanche traitee au pr^alable 
avc»c l'eau bomllante. 

11. Meine» Operation avec 2,5 g d’ouate brüte ayant subi le traitement 
au chloroforme (exp. 0). 

12. La deeoetion de ouate est autoela\ee pendant 4 hc»ures a 120°. Elle 
sert de solutton de base. 

13. La meine deeoetion est ujoutee en quantite croissante au milieu 
inactif. 

14. La deeoetion d’ouatc est traitee par la soude n/10, pendant 4 heures 
a 120°. Neutralisation par HCl. Elle sert de solution de base. 

15. La meine deeoetion est ajoutee en quantite croissante au milieu 
maetif. 

Los eulturcs sont fades sur le milieu habituel (glueose 5° 0 , asparagme 
I sultate de magnesie O,5 ü /q 0, ph ospliate aeide de potassium, L5%o)» 
a la temperature de 23° C. 25 eein de tmlieu par Erlcnmvycr de 150 ccm de 
volume. 

JienulUilH obtvnus. 

Les poids s(h*s sont donnes en mg. Le signe , -} ? , -r — r - mdupie 
le dogre de developpemont du m>eeliutn aerien (voir Fig. 1. p. 240) 

1. 04, 58, 00,5 moyenne: 60,8 mg 

2. 3, 3, 3,5, 3 moyenne: 3,1 mg 

3. avec. 1 2 3 4 5 0 7 8 9 10 ccm 

12 18 14,5 10 18 17,5 19,5 22,5 26 29 mg 

4. 0, 2, 1 moyenne: 1 mg 

5. avec 1 2 3 4 5 6 0 ccm 

0 1 0 1 0 1 1 mg 

0. avec 12 3 ccm 

12 22,5 23,5 mg 

7. 32, 36 4- ; moyenne: 84 mg 

8. 21, 16,5 17 + moyenne 18,2 mg 

9. 1,2 moyenne: 1,5 mg 
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10. 2 } 0,5 moyenne : 1,25 mg 

11. 83, 80, 88,5 ++ moyenne: 88,8 mg 

12. 28, 28 -f + moyenne: 28 mg 

13. avec 4 8 12 ccm : 10,5, 16, 21,5 mg. 

Jg’ J faible döveloppement du thalle submerge, quelques mg 

16. Controls, sans adjonction: 1, 1, 0, 0, 0 mg 

17. Avec 0,5 y de vitamine B 1 par culture de 25 ccm : 80 mg en moyenne. 



Fig 1. Actioii de diverses pr^paratiuns de ouate et de d^eoetions sur Pliyvomyetis 


Le sens de ees experiences est parfaitement elair. II se resume en 
quelques mots: 

1. Une substance auxog&nedoit etre contenue dans les filaments de 
ouate brüte. 11 diffuse dans le milieu sous l’influenoe de la Sterilisation . 

2. Cette substance est thermostable, inais semble detruite par la 
cuisson alcaline. L’action prolongee de la chaleur (4 h, 120°) ne d^truit 
qu’une partie de l’aefcion auxogene. 

3. La substance est compl&tement adsorbable par le noir animal 
utilise. 

4. Les cendres de ouate, reprises par l’acide ehlorhydrique, sont 
sans action aucune. 

5. L’action prolongee de l’ebullition, lors de la preparation d'une 
decoction, ne permet pas d’extraire toute la substance auxogfene, la 
ouate ainsi traitee garde une certaine acti vite . 

6. Le chloroforme (Soxhlet) semble entrainer avec lui une substance 
fonctionnant comrae facteur de croissance. La ouate ainsi traitee, 
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ajoutee h un milieu inactif, ne permet pas d’obtenir Ia totalit^ de Peffet 
exercö par la ouate non traitee. 

7. La ouate blanche est totalement inactive. 

La Serie 6 semble indiquer que Pextrait chloroformique agit plus 
activement que rextrait aqueux, Serie 3 (comparer l’action exercee 
par 3 ccm de chaque solution). Kn realite, il n’en est rien, car la quantite 
de ouate traitee par le chloroforme, etait beaucoup plus elevee que celle 
extraite par Pcau, et, d’autre part, l’extrait chloroformique etait forte- 
ment concentre par ebullition sous hasse pression. 

Avons-nous affaire h deux faeteurs, Pun soluble dans le chloroforme, 
1’autre dans Peau f 11 n'est pas possible de donner une reponse precise 
a cette question. A maintes reprises, et avec des materiaux divers, 
s’est manifest ec cette doublt» solubilite, qui semblait confirmer notre 
hypothese de la dualitc des faeteurs de croissanee agissant sur Phyco- 
vnjcen, et donner un earactere positif a Pexistenee du facteur M (different 
de la vitamine B 1). (V problcine, qui fait Pobjet d’autres recherches, 
ne sera pas discute iei. 

Le fait de Pexistence (Pun facteur de croissanee dans la ouate peut 
paraitre singulior, il Pest moins si Pon sc rap|>elle que sous Pinfluence de 
la cuisson, il diffuse dans le milieu «los stieres redueteurs solubles. 
H ('hmir (T IL ]». 162 1(13) donne la com position coinplete des poils de 
graines de coton . la mutiere seche est constituee par S5% de fibre brüte, 
10% dhydiates de carhone, 1,12% de pioteine, 0,61% de lipides et 
1,12% de condros (1) 

Malgro los tr.iitements subis }>ar lt*s poils pour les amener a Petat 
de ouate brüte, on peut sans exagoration admettre qu'une partie de 
cos substanees s'y trouve eneore. Nous pouvons rattaeher nos obser- 
vations a d'autres, de portee plus generale, qui ont deja etc faites, 
a savoir tpie le ou les faeteurs aetivant le developpement de Phycomyas 
so troinent dans les Organes (feuilles, tiges, raoines, fleurs) d’un grand 
nombre <Pesj>ert\s \egetales. II n'y a done rien d’etonnant a ee qu’on 
les doeole aussi dans les poils du coton. 11 faut relever que la quantite 
ne doit pas en et re tres grantle, ear plusieurs gramiues de eoton sont 
neeessaires pour aetiver 25 ccm de milieu tle culture. 

Quelle est la nature de ee facteur tle croissanee hydrosoluble, 
thermostable, atlsorbable par le noir animal i II est difficile de la pre- 
ciser. Cos carnotercs, tres generaux, sont eeux de la vitamine B 1, dont 
nous SRV uns Paction sur Phycvmym s et dont nous eonnaissons la reparti- 
tion etendue dans le rdgne vegetal, a des doses qui suffisent pour notre 
microorganisme (2). 11 peut paraitre exeessif de parier de vitamine de 
la ouate brüte; on a tout au moins le droit de formuler Phypothfese, 
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puisqu’elle cadre avec des faits connus, en remarquant que d’autres 
facteurs peuvent egalement etre en cause 1 . 

Du point de vue pratique, une conclusion s’impose: o’est l’impossi- 
bilite d’utiliser cette qualite de ouate pour des recherches de ce genre. 
Meine en admettant que la dose de substance active est faible, que le 
tampon d’ouate n’est pas fait pour etre sterilise avec le milieu, ee 
materiel est k exclure, dans toute experience bien conduite. 

Trav au x eltäs. 

1) C. Wehmcr , Die Pflanzenstoffe, Kischer, Jena 1929, 2. Aufl. — 
2) W. H. Schöpfer , diese Zeitschr. 7, 156, 1936. 

1 Produits de d£sint£gration de la Vitamine H 1. 



{Aus dem Botanischen Institut der kgi. ung. Josef -UniverS^A nb^echnische 
und Wirtschaftswissenschaften, Sopron, TTngcihk 

Experimentelle Untersuchungen Aber den Einfluß aer 
Temperatur und des Wassergehaltes auf die Tfttlgkelt der 
Mikroorganismen des Bodens. 

Von 

D. Feh$r und M. Frank. 

Mit 16 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 12, Mai 1937,) 

Temperatur und Wassergehalt des Bodens sind die Naturfaktoren, 
die das Leben und das Wachstum der Mikroorganismen des Bodens mit 
ihrem komplexen Zusammenwirken grundlegend beeinflussen. Sie 
hangen in ihrer dynamischen Entwicklung derart eng zusammen, daß 
man ihre Rolle und ihren Einfluß nur dann richtig erfassen kann, wenn 
man sie als einen Faktorenkomplex auffaßt. Diese Erkenntnis hat 
Fehir dazu geführt, den biologischen Einfluß der beiden Faktoren 
derart auszudrücken, daß er durch Multiplikation ihrer numerischen 
Werte den Faktor „i?“ bildet und diesen mit den quantitativen Ände- 
rungen der Mikroorganismen des Bodens in Zusammenhang bringt. 
Schon im Laufe der ersten diesbezüglichen, auf Grund von mehr- 
jährigen Freilandbeobachtungen durchgeführten Untersuchungen ist 
es gelungen, die gesamte Erscheinung in ihren Umrissen ziemlich 
deutlich und klar zu charakterisieren (1). 

Im Laufe der bisherigen Arbeiten (2) wurde jedoch die Rolle und 
die Wirkung des Wassergehalts nur unzureichend ermittelt. Es erschien 
daher notwendig, das ganze Problem auf Grund der während der bereits 
durchgeführten Versuche gesammelten Erfahrungen nochmals ein- 
gehend zu prüfen und auch die bisher nur in großen Zügen ermittelten 
mathematisch-analytischen Grundlagen der ganzen Erscheinung exakt 
festzulegen. Bei der Anlage der jetzigen Versuche wurde die bei den 
ersten Untersuchungen verwendete Versuchsmethodik in vieler Hinsicht 
abgeändert. Besonderes Gewicht wurde darauf gelegt, beide Faktoren 
getrennt und in ihrem Zusammenwirken möglichst genau zu erfassen. 
An Stelle der mehr oder weniger zersplitterten kleineren Versuchs- 
reihen haben wir hier eine einzige ausgedehnte und einheitliche Versuchs- 
reihe angesetzt, wobei die beiden regulierenden Faktoren, Temperatur 
und Wassergehalt, regelmäßig durch eine entsprechende Versuchs- 
methodik in bekannten und konstanten Grenzen verändert und in ihrer 
gegenWitigen Wirkung konstant gehalten wurden. Wir waren diesmal 

Attfetv fttr Mikrobiologie. Bd. 8. jg 
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aVoh Astrebt, nicht nur das quantitative Verhalten der Bodenbakterien, 
sondern auch das der Bodenalgen und der Bodenpilze in die Unter- 
suchungen einzubeziehen. Wir haben ferner nicht nur das Verhalten der 
einzelnen Mikroorganismengruppen, sondern auch die physikalischen 
und chemischen Faktoren berücksichtigt, deren Untersuchung uns bei 
der Lösung des vorliegenden Problems als notwendig erschien. 

Methodik* 

Die Versuchsreihe wurde folgendermaßen vorbereitet und behandelt. 
Die Bodenproben, im Gewicht von ungefähr 0,8 bis 1,0 kg, wurden in 
sterile Glaser, oben mit einem Wattebausch versehen, gefüllt. Durch den 
Wattebausch reichte oin Glasrohr bis in den Boden der Gefäße hinein, der 
mit einer Schicht von Kieselsteinen bedeckt war, um die Durchlüftung des 
Bodens und die Zuführung und gleichmäßige Verteilung der jeweiligen Wasser- 
gaben zu erleichtern. Die so vorbereiteten Gläser kamen nun m die Thermo- 
staten, und zwar bei Temperaturgraden von 17, 21, 25, 30 und 35° C\ 

Der jeweilige Wassergehalt des Bodens betrug 2, 5, 8, 10, 15, 20, 25, 
30, 35 und 40 ° 0 . Bei jedem Temperaturgrad wurde eine Kontrolle belassen, 
die der Austrocknung frei überlasstm wurde. Die Konstanthaltung des 
Wassergehalts war natürlich bei der Durchführung dieser Versuche von 
ausschlaggebender Wichtigkeit. Sie wurde dadurch erreicht, daß die 
Gefäße jede Woche einmal abgewogen und durch sterilisiertes Wasser auf 
Gewichtskonstanz nachgefullt wurden. Die Wahl der angewendeten Tem- 
peraturen- und Feuchtigkeitsgrade war durch die Ergebnisse der beieits 
erwähnten ersten Untersuchimgen begründet. 

Es sei noch bemerkt, daß es mit Rücksicht darauf, daß auf Grund der 
bereits ermittelten Zusammenhänge die Wirkung des Faktorenkomplexes R 
bekannt war, nicht mehr notwendig war, che Tempera turgrade bis 0° 
abzustufen. Durch entsprechende Regulierung gelang es uns hinreichend, 
die wichtigsten Stufen der R-Wei'te darzustellen, die die spätere 
mathematische und analytische Behandlung des Untersuchungsmaterials 
ermöglichte. Als niedrigste Temperatu rstufo konnte m den Thermostaten 
unseres unterirdischen Brutraumes die von 17° konstant gehalten werden. 

Der Feuchtigkeitsgehalt der t rocken gelassenen Kontrollprobe betrug 
am Ende des Versuchs etwa 1 ° u , so daß als niedrigster /tf-Wert 17 ohne 
jede Schwierigkeit erreicht werden konnte. Wie die mathematische Be- 
handlung gezeigt hat, hätte die Herstellung von niedrigeren R -Werten 
kaum einen praktischen Zweck gehabt. 

Der Versuch wiude am 1. August 1934 angelegt und am 1. Juni 1930 
abgebrochen. Die gesamte Versuchsdauer betrug also 22 Monate. Die 
im Juni 1936 vorgenommene Untersuchung erstreckte sich auf folgende 
Faktoren : 

1. Die Gesamtzahl der Bakterien getrennt nach aeroben und anaoroben 
Bakterien, bestimmt mit der Plattenmethode. Die aeroben Bakterien 
wurden auf Agar- und Gelatineplatten, die anaeroben auf Dextroseagar 
in Bwm-Rohren kultiviert, zur Bildung der Gesamtzahlen wurden diese 
drei Gruppen zusammengezählt. 

2. Die Zahl der mikroskopischen Pilze, bestimmt auf Pilzagar. 

3. Die verschiedenen physiologischen Bakteriengruppen, bestimjnt mit 
der Verdünnungsmethode, und zwar die nitrifizierenden, die denitrifi- 
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zierenden, die stickstoffbindenden (aerob und anaerob), die cellulose- 
zersetzenden Bakterien. 

4. Die Zahl der Algen, ebenfalls mit der Verdünnungsmethode ermittelt. 

ö. Die pH-Werte, bestimmt mit der Chinhydronelektrode. 

6. Den Humusgehalt, bestimmt nach dem Kaliumbichromatverfahren. 

7. Den Gesamtstickstof fgehalt, bestimmt mit der durch Jodlbauer 
modifizierten Kjeldahl- Methode. 

Bezüglich der Einzelheiten verweisen wir auf die einschlägige Literatur (1). 

Bei der Wahl der Untersuchungsmethodik waren wir uns der bekannten 
Unzulänglichkeiten der Plattenmethode natürlich bewußt, haben jedoch an 
ihr noch festgehalten, weil sie uns vorläufig für unsere Zwecke noch als die 
beste erschien; auch konnten so unsere jetzigen Ergebnisse mit den früheren 
verglichen werden. 

Wie später noch gezeigt wird, spielt natürlich bei der Beurteilung des 
vorliegenden Fragenkomplexes die physikalische Struktur des Bodens eine 
recht bedeutende Rolle. 

Zu dem Versuch wurde der Boden eines Eichenwaldes, ein Lehmboden, 
mit einer Wasserkapazität von 38 # ° () verwendet. Dieser Boden wird vom 
Institut als Versuchsfläche 20/ b ständig untersucht. Er ist gut mit Humus 
versorgt, so daß störende Einflüsse, die durch ein zu rasches Absmken des 
Humusgehaltes hatten hervorgerufen werden können, vermieden wurden. 
Die sonstigen Eigenschaften des Bodens wurden in den Tabellen bzw. 
Abbildungen jeweils angegeben. Da die Wasserkapazitat bei der Bestimmung 
der optimalen Feuchtigkeitsgrenzen eine recht liedeutcnde Rolle spielt, so 
wollen wir noch besonders betonen, daß sich alle diesbezüglichen Daten 
auf den zur Verwendung gelangten Boden beziehen. Es entsprechen also 
die angewendeten Feucht lgkeitsgi ade folgenden Wasserkapazitatspro- 
zenten: Bodenfeuchtigkeit 1 ° 0 = 2,03°., Wasserkapazität, 2° u = 5,26 ° G 
Wk., 5 *■ 13 °« Wk., 8% -- 21 °„ Wk., 10° o = 26 ° 0 Wk., 15° () = 40°; 
Wk., 20 ° 0 = 52 ° 0 Wk., 25 ° 0 - 66 Wk., 30 0 o = 79 ° 0 Wk., 35 ° 0 
sa 92 ° 0 Wk. Bei 40°,, Feuchtigkeitsgehalt war der Boden gesättigt, und 
es stand oben natürlich noch eine dünne Schicht Wasser, um extreme Falle 
auch untersuchen zu können. Auf die Holle der Wasserkapazitat werden 
wir auf < Jrund einiger Versuche weiter unten zurückkommen. 

Besprechung der Untersuehungsergebnlsse. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen haben wir in einer zusammen- 
fassenden Tabelle (Tabelle 1) zusa minengestellt. Im folgenden be- 
sprechen wir nun die verschiedenen Gruppen von Mikroorganismen 
getrennt in aller Kürze. 

/)#<• Bodenbakterien und Bodenpilze. 

Die Ergebnisse sind, um die dynamische Natur der gesamten Er- 
scheinung besser verstehen zu können, in der Abb. 1 übersichtlich 
dargestellt. Diese zeigt zunächst, daß bei dem verwendeten Boden das 
Optimum des Bakterienwaohstums bei einer Temperatur von 25° C 
und bei 25% Bodenfeuchtigkeit liegt. Die Optimumgrenze ist in beiden 


Ausgedrückt in Gewichtsprozenten. 


18 * 
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Tabelle 



Bakteriengebalt 
je g feuchte Erde 

Pilze 

feuchte*Erde 

aerob 

an aerob 

zusammen 

17° C 





l%wg. 

1660000 

200000 

1860000 

290000 

2% „ 

2080000 

400000 

2480000 

159000 

6% „ 

2200000 

800000 

3000000 

305000 

8% 

2900000 

300000 

3200000 

320000 

10% 

2900000 

500000 

3400000 

360000 

15% „ 

3400000 

600000 

4000000 

408000 

20% „ 

3800000 

600000 

4400000 

320000 

25 % 

3900000 

700000 

4600000 

270000 

30% „ 

2400000 

600000 

3000000 

170000 

36% „ 

2200000 

500000 

2700000 

180000 

40% „ 

2100000 

600000 

2600000 

200000 

21° C 





l%Wg. 

2000000 

400000 

2400000 

280000 

2% „ 

1200000 

1000000 

2200000 

130000 

5% ,, 

2080000 

600000 

2680000 

380000 

8% „ 

2400000 

700000 

3100000 

540000 

10% „ 

2900000 

1200000 

4100000 

660000 

15% „ 

4600000 

600000 

6200000 

600000 

20% „ 

6100000 

900000 

6000000 

370000 

26% „ 

6000000 

500000 

6500000 

220000 

30% „ 

2400000 

800000 

3200000 

240000 

35% „ 

2700000 

700000 

3400000 

180000 

40% „ 

2600000 

400000 

2900000 

230000 

25» C 





l%Wg. 

2300000 

200000 

2500000 

82000 

2% „ 

2470000 

500000 

2970000 

90000 

5% „ 

2100000 

300000 

2400000 

200000 

8% „ 

2600000 

400000 

3000000 

400000 

10% 

3600 000 

350000 

3 950000 

488000 

15% „ 

6700000 

500000 

7300000 

820000 

20% „ 

7400000 

600000 

8000000 

520000 

26% „ 

10800000 

400000 

11200000 

232000 

30% „ 

6900000 

700000 

7600000 

160000 

35% „ 

6300000 

650 000 

6950000 

220000 

40% „ 

6200000 

600000 

6800000 

46000 

30» C 





l%Wg. 

980000 

60000 | 

1040000 

180000 

2% „ 

1500000 

500000 

2000000 

89000 

5% „ 

1600000 

300000 

1900000 

280000 

8% „ 

2000000 

700000 

2700000 

490000 

10% „ 

3600000 

300000 

3900000 

640000 

15% „ 

4700000 

300000 

5000000 

560000 

20% „ 

6000000 

500000 

6600000 

320000 

26% „ 

8000000 

500000 | 

8500000 

326000 

30% „ 

5000000 

900000 | 

5900000 

140000 

36% „ 

4000000 

800000 

4800000 

103000 

40% „ 

2200000 

1000000 

3200000 

87000 
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|| Bakterien 

Pfl 

Humus- 

gehalt 

°/o 

Oesamt- 

stick- 

stoff 

mg/100 g 

Algen 
Je g 
feuchte 
Erde 

R. 

nitri- 

fixierende 

denitri- 

flfierende 

N-bindende 

Je g feuchte Erde 

Oellulose- 

zersetzer 

feucSte 

Erde 

je g feuchte Erde 

aerob 

anaerob 

10000 

600000 

100 

0 

100 

4,61 

2,60 

160,0 

80 

17 

10000 

100000 

1000 

0 

1000 

4,40 

2,56 

162,4 

20 

34 

60000 

100000 

1000 

0 

1000 

3,70 

2,48 

173,6 

20 

85 

50000 

600000 

100 

0 

1000 

3,76 

2,21 

126,0 

40 

136 

, 50000 

2600000 

1000 

0 

1000 

3,90 

2,06 

137,20 

320 

170 

i 75000 

1750000 

1000 

0 

5000 

4,05 

2,14 

137,2 

320 

255 

76000 

3760000 

100 

0 

6000 

4,02 

2,02 

98,0 

640 

340 

76000 

1750000 

1000 

10 

1000 

4,16 

1,98 

126,0 

1280 

425 

60000 

2600000 

100 

10 

1000 

4,50 

2,00 

72,8 

320 

510 

10000 

1000000 

100 

10 

500 

4,60 

2,15 

117,6 

320 

595 

10000 

100000 

100 

0 

1000 

5,05 

2,56 

67,2 

80 

720 

60000 

100000 

100 

0 

100 

5,21 

2,29 

144,8 

80 

21 

10000 

1000000 

100 

0 

1000 

4,96 

1,95 

132,0 

320 

42 

50000 

1000000 

1000 

0 

1000 

5,15 

2,40 

109,2 

320 

105 

60000 

1000000 

1000 

0 

1000 

5,00 

1,50 

126,2 

320 

168 

60000 

2600000 

100 

0 

6000 

, 4,50 

0,92 

134,4 

320 

210 

60000 

1000000 

1000 

0 

1000 

1 480 

0,95 

117,6 

320 

315 

76000 

1760000 

1000 

10 

1000 

4,60 

0,97 

106,4 

320 

420 

100000 

1000000 

10000 

10 

10000 

5,30 

0,70 

112,0 

640 

625 

100000 

1000000 

1000 

100 

10000 

1 5,50 

1,20 

72,8 

640 

630 

60000 

100000 

1000 

100 

1000 

5.70 

2,26 

95,0 

320 

736 

60000 

100000 

100 

0 

1000 

5,94 

2,58 

1 

56,0 

1 320 

840 

60000 

260000 

10 

10 

10 

1 

4,80 

2,41 

i 130,40 

320 

1 

1 25 

50000 

260000 

10 

10 

I 100 

, 4,20 

2,40 

152,40 

320 

50 

100000 

600000 

100 

10 

100 

| 3,89 

2,91 

143,6 

1280 

125 

100000 

760000 

100 

10 

! 10 

1 3,73 

1,94 

112,0 

1280 

200 

250000 

760000 

1000 

10 

100 

1 4 17 

2,22 

100,8 

1280 

260 

260000 

1760000 

1000 

10 

1 1000 

1 4,49 

1,22 

67.2 

1280 

l 376 

260000 

1000000 

10000 

10 

5000 

4,26 

0.90 

61,6 
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Tabelle 


35° C 


l%Wg. 

2% 

»» 

6% 

»> 

8% 

»» 

10% 


16% 

>> 

20% 

>» 

26% 

M 

30% 

>1 

36% 


40% 

M 


Anfangswerte : 
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Abb. 1. B *» Bakterien (schraffiert - Anaeroben); P = Pilze; Wg = Wassergehalt; A - An- 
fang; K — Kontrollprobe ohne Behandlung. 
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I (Fortsetzung). 
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Richtungen scharf ausgeprägt. Da die Wasserkapazität des Versuchs- 
bodens 38 % betrug, so entspricht die Lage des Feuchtigkeitsoptimums 
rund 66% der Wasserkapazität. 

Bei dfen Bodenpilzen finden wir das gleiche Temperaturoptimum. 
Die Grenze des Feuchtigkeitsoptimums ist jedoch etwas nach den 
kleineren Feuchtigkeitsbereichen verschoben. Sie liegt bei 15% Wasser- 
gehalt, also bei 40% der Wasserkapazität, was wahrscheinlich daher 
rührt, daß die Bodenpilze ausgeprägt aerob sind und infolgedessen 
einen höheren Wassergehalt des Bodens nicht vertragen können. Be- 
merkenswert ist, daß die jetzt ermittelten Temperaturgrenzen ganz 
dieselben sind, die Feher schon bei seinen ersten diesbezüglichen Unter- 
suchungen (2) festgestellt hat. 

Der relative Anteil der anaeroben Bakterien nimmt nach dem 
Überschreiten der Optimumgrenzen sichtlich zu. Die Ursache davon 
dürfte darin zu suchen sein, daß die anaeroben Bakterien infolge ihrer 
Fähigkeit zur Sporenbildung extreme Temperaturen und Feuchtigkeits- 
grade des Bodens besser vertragen können als die empfindlichen 
aeroben Bakterien, zu denen viele Formen gehören, die dieser Fähigkeit 
entbehren. 

Die eben mitgeteilten Optimumbereiche betreffen die Gesamtmenge 
der Bodenbakterien. Wie wir später sehen werden, gibt es auch Bakterien- 
gruppen, bei denen diese Grenzen etwas verschoben sind; dazu gehören 
die nitrifizierenden, denitrifizierenden und cellulosezersetzenden Bak- 
terien. Da jedoch der verhältnismäßige Anteil dieser Bakterien im 
Verhältnis zur Gesamtzahl nicht erheblich ist, so entfaltet wenigstens 
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der überwiegende Teil der Bodenbakterien seine intensivste Lebens- 
aktivität bei 25° C Bodentemperatur. 

Die Temperaturgrenze stimmt ihrerseits gut mit den Sommer- 
temperaturen in 20 bis 30 em Bodentieie überein, wo das intensivste 
Mikroorganismenleben stattfindet; in unseren Naturböden wird sie nur 
in den heißesten Sommermonaten und auch dann nur während kurzer, 
schnell vorübergehender Perioden erreicht oder überschritten. Auoh 
der optimale Grad der Bodenfeuchtigkeit wird in diesen Tiefen nur 
vorübergehend erreicht. In beiden Fällen sehen wir also eine weitgehende 
Anpassung der Mikroorganismen. 

Die Stickstoffbakterien und der Q esamtsticksto ff geholt . 

Die Ergebnisse der Untersuchung über das Verhalten der nitrifi- 
zierenden, denitrifizierenden und stickstoffbindenden Bakterien zu- 


Denitr Nitrif 



Abb. 2. GN «« Gesamt- Stickstoffgehalt; Nitr. — nitrifliierende Bakterien; JJenÜr. — denitrt- 
fiilerende Bakterien; Nitr. b, — stickstoffbindende Bakterien (o* « aerob, an ~ anaerob); 
Wg mm Wassergehalt; K — Kontrollprobe; A — Anfang. 

sammen mit den Veränderungen des Gesamtstickstoffgehaltes enthält 
Abb. 2. Die wichtige Gruppe der nitrifizierenden Mikroorganismen 
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erreicht ihre optimale Entwicklung zwischen 25° und 35° Bodentempe- 
ratur, Da wir bereits auf Grund der ersten Beobachtungen wußten, 
daß erst Temperaturen über 35° auf diese Mikroorganismen hexhmend 
wirken (2), so haben wir unsere Untersuchungen nur bis zu dieser 
Temperaturgrenze ausgedehnt. Jedenfalls beweisen die Ergebnisse die 
wichtige Tatsache, daß es in unseren Naturböden nur in Ausnahme- 
fällen zu einer optimalen Tätigkeit der nitrifizierenden Bakterien kommt. 
Aber auch bei verhältnismäßig niedriger Temperatur kann die Nitri- 
fizierung sehr bedeutend sein. Die Grenzen der für die nitrifizierenden 
Bakterien optimalen Feuchtigkeit sind etwas weit gezogen. Im allgemeinen 
wird aber die optimale Entwicklung gewöhnlich zwischen 10 und 30 % 
Bodenfeuchtigkeit erreicht. Über 30% Wassergehalt (rund 80% 
der Wasserkapazität) beginnt bereits die hemmende Wirkung der 
Bodenfeuchtigkeit. Jenseits dieser Grenze können die streng 
aeroben nitrifizierenden Bakterien sich nicht mehr genügend mit 
Sauerstoff versorgen. Es wirken aber nicht nur die höchsten Feuchtig- 
keitsgrade, sondern auch die niedrigeren ausgesprochen hemmend. 
Besonders die Feuchtigkeitsgrade von 2 bis 8 % sind, wenigstens bei den 
niedrigen Temperaturen, deutlich begrenzend. Die optimale Ent- 
wicklung der nitrifizierenden Bakterien beginnt fast bei allen Tem- 
peraturen bei 10 % Feuchtigkeitsgehalt. 

Der optimale Feuchtigkeitsbereich der denitrifizierenden Bakterien 
ist nicht einheitlich. Die Grenzen hängen von der jeweiligen Tem- 
peratur ab. Bei niedrigen Temperaturen beginnt das Optimum bereits 
bei 10% Bodenfeuchtigkeit und wird bei 20% abgeschlossen. Bei den 
höchsten angew r endeten Temperaturen werden die Grenzen des Opti- 
mumbereiches nach 25 bis 35% verschoben. Was die Wirkung der 
Temperatur angeht, so liegt die optimale Entwicklung dieser Bakterien 
bei den extremen Temperaturgrenzen. Wie schon von Feh6r betont 
wurde, besteht zwischen der Entwicklung der nitrifizierenden und der 
denitrifizierenden Bakterien ein ausgesprochener Antagonismus (1). 
Auch kommt die Fähigkeit zu denitrifizieren eigentlich nur ganz wenigen 
Bakterien zu. Die sogenannten echten denitrifizierenden Bakterien 
sind gewöhnlich in ihrer Zahl beschränkt. Bei der angewandten Ver- 
suchsmethodik wird die sogenannte Nitratreduktion bestimmt, die aus- 
gesprochen anaerober Natur ist und vornehmlich dort sich einstellt, 
wo die aeroben Bakterien ungünstige Lebensbedingungen finden. 

Das eben geschilderte antagonistische Verhalten der beiden Gruppen 
bei den höchsten Wassergehalten und Temperaturen ist als Folge der 
dann herrschenden anaeroben Verhältnisse leicht zu verstehen, weniger 
leicht das Vorherrschen der Denitrifikation bei niedriger Temperatur. 
Vielleicht spielt Verdrängung der aeroben Bakterien durch anaerobe 
infolge der ungünstigen Lebensbedingungen eine Bolle. 
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Bei den stickstoffbindenden Bakterien liegt die optimale Tem- 
peratur und Feuchtigkeit bei 25° C bzw. 25%. Ihr Verhalten stimmt 
also mit dem der meisten Bakterien (vgl. S. 264) überein. 

Über das Verhalten des Gesamtstickstof {geholtes läßt sich noch 
nichts Endgültiges feststellen. Aus Abb. 3 geht hervor, daß beinahe bei 
allen Temperaturen der Gesamtstickstoffgehalt zugenommen hat. Nur 
bei den höchsten untersuchten Temperaturen und Feuchtigkeitsgraden, 
die über 25°C und 25 % liegen, ist diese Zunahme nicht mehr so deutlich. 
Hier dürfte vor allem nicht nur die unzureichende aerobe Stickstoff- 



Abb. 3. Hg ■» Humusgehalt ; G N = Gesamt- Stiekatoffgehalt ; K «= Kontrollprobe ; A = Anfang; 

Wg = Wassergehalt. 

bindung, sondern auch die ziemlich intensive Denitrifikation eine Rolle 
spielen. Die Abnahme des Stickstoffgehaltes infolge der zunehmenden 
Denitrifikation beginnt bereits bei 10% Feuchtigkeitsgehalt. 

Die Wirkung der Stickstoffbindung läßt sich überall nachweisen. 
Allerdings darf man aus der rein quantitativen Bestimmung des Gesamt- 
stickstoffgehaltes noch keine endgültigen Schlüsse auf das Maß der 
Stickstoffbindung ableiten, spielt doch im Stickstof fhaushalt des Bodens 
die Denitrifikation immer eine Rolle, so daß die Deutung des gewonnenen 
Bildes unklar und zweifelhaft ist. Aus Abb. 3 können wir noch ableiten, 
daß der höchste Stickstof fgehalt sich bei 17° C und bei den niedrigsten 
Feuchtigkeitsgehalten einstellen wird. Die Fähigkeit der Stickstoff - 
bindenden Bakterien, sich auch bei den niedrigsten Temperaturen und 





Experimentelle Untersuchungen über den Einfluß der Temperatur usw. 259 

Feuchtigkeitsgraden noch recht günstig zu entwickeln, kommt in 
dem Verhalten des Gesamtstickstoffgehaltes deutlich zum Ausdruck. 
Den höchsten Stickstof fgehalt werden wir daher in jenen Proben vor- 
finden, die bei den niedrigsten Temperaturen und zwischen den 
niedrigsten Feuchtigkeitsgrenzen gehalten sind. Im übrigen hängt, wie 
vorher bereits betont ist, der Gesamtstickstoffgehalt von einer ganzen 
Reihe von Faktoren ab, die sich auch gegenseitig beeinflussen, und die 
bei unserer Versuchsanordnung noch nicht restlos erfaßt werden konnten, 
und so erscheint die Einleitung von weiteren Versuchen zur Klärung 
und Entscheidung notwendig. 

Nach unseren Beobachtungen können wir auch in den Naturböden 
die stärkste Stickstoffbindung bei nicht zu hoher Bodentemperatur 
und bei nicht zu hoher Bodenfeuchtigkeit erwarten. Die aeroben Stick- 
stof fbinder entwickeln sich ja hauptsächlich bei niedriger Temperatur 
und verlangen keine starke Bodenfeuchtigkeit. Die Entwicklung der 
anaeroben Stickstoff binder beginnt erst bei 25 bis 30 % Boden- 
feuchtigkeit. Von da an aufwärts können wir sie fast in allen Feuchtig- 
keitsbereichen beobachten. Ihre optimale Entwicklung liegt bei 35° C. 
Diese Feststellung erklärt die allgemeine Verbreitung der Azotobakter - 
Gruppe in unseren Naturböden, in denen ja gewöhnlich keine hohen 
Temperatur- und Feuchtigkeitsgrade herrschen, sofern keine Ver- 
schlechterung des Bodens eingetreten und die Sauerstoffzufuhr ge- 
sichert ist. 

Die cellulosczersetzcnden Bakterien. 

Die cellulosezersetzenden Bakterien erreichen ihr Optimum eben- 
falls bei 25° C Bodentemperatur. Die optimale Grenze der Bodenfeuchtig- 
keit liegt etwas höher, etwa bei 30% (79% der Wk. 1 ). Nur bei der 
niedrigsten Temperatur von 17° C finden wir als Optimum für die 
Cellulosezersetzung 15 bis 20 % Bodenfeuchtigkeit (s. Abb. 4, S. 260). Die 
cellulosezersetzenden Bakterien erreichen also ihre Optimalentwicklung 
bei 25° und bei 30% Wassergehalt des Bodens. Da an der Cellulose- 
zersetzung insbesondere die anaeroben Bakterien beteiligt sind, läßt 
sich der Einfluß des höheren Wassergehaltes leicht erklären. Man darf 
aber aus diesem Umstand keine weitgehenden Folgerungen für die 
mikrobiologischen Zersetzungsvorgänge in den Naturböden ableiten. 
Namentlich unter unseren Breitegraden wird das Optimum der Tem- 
peratur für diese Mikroorganismen und damit auch der höchste Grad 
der Cellulosezersetzung in unseren Böden nur selten erreicht. Da aber 
bei niedrigerer Temperatur das Optimum schon bei einer Boden- 
feuchtigkeit von 15 bis 20% erreicht wird, so werden in den Natur- 
böden für die Tätigkeit dieser Bakteriengruppe bereits diese Feuchtig- 
keitsgrade ausreichen. 


Wasserkapazität. 
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In seiner ersten diesbezüglichen Arbeit hat Fehir (2) die Optimum- 
grenze der cellulosezersetzenden Bakterien bei 36 bis 40° C angegeben. Die 
jetzigen Untersuchungen haben etwas abweichende Ergebnisse geliefert. 
Nach ihnen wird der Optimumbereich schon bei 26° C begrenzt. Dieser 
Widerspruch ist aber nur scheinbar. Die höhere Grenze wurde seinerzeit 
auf Grund der Zersetzung der Humusstoffe angegeben, wobei die Bak* 
terien selbst nicht gezählt worden sind. Man muß nämlich, wie das Feher 
schon seinerzeit betont hat, zwischen der zahlenmäßigen Entwicklung der 



Wg — - Wg — *“ 


Abb. 4. Eg Humusgehalt; Z ** Zelluloseersetzende Mikroorganismen; K «= Kontrollprobe; 

A * Anfang; Wg == Wassergehalt. 

verschiedenen Mikroorganismen des Bodens und zwischen ihrer Tätigkeit 
unterscheiden. Bei der Cellulosezersetzung wirkt auch die Temperatur 
mit. Es ist daher möglich, daß bei einer geringeren Zahl der cellulose- 
zersetzenden Bakterien bei höheren Temperaturen eine intensivere Tätigkeit 
stattfindet als bei einer höheren Zahl, die bei einer niedrigeren Temperatur 
wirkt. Wir dürfen auch nicht vergessen, daß bei der höheren Temperatur 
auch thermophile Cellulosezersetzer zur Geltung kommen. Alle diese Er- 
scheinungen berühren aber nicht die Tatsache, daß die größte Zahl und die 
intensivste Tätigkeit der aeroben und anaeroben Cellulosezersetzer bei 
30 % Wassergehalt und 26° Bodentemperatur erreicht wird. 
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Im Anschluß an die Besprechung des Verhaltens der cellulose- 
zersetzenden Bakterien sei noch auf den Humusgehalt und auf die 
Änderungen der pn- Werte an Hand der Abb. 3 und 4 eingegangen. 
Zunächst zeigt sich, daß der niedrigste Grad des Humusgehaltes immer 
mit der optimalen Entwicklung der Bodenbakterien und der Bodenpilze 
zusammenfällt. Stellt man diese Verhältnisse in einem Koordinaten- 
system dar, so bekommt man eine ausgesprochene Hyperbelfunktion (s. 
Abb. 5), auf die von uns bereits in den früheren Arbeiten des Institutes 
hingewiesen wurde (3). Zwischen den Änderungen des Humusgehaltes 
und der pH-Werte sind 
ebenfalls gewisse Zusam- , 10 b 

menhänge festzustellen. 

Der Humusgehalt nimmt JQ 

bei allen Feuchtigkeits- 
graden und Temperaturen 
ab, aber natürlich nicht 8 

überall gleich stark. Der 
Minimalgehalt wird bei 
35° C und 15% bis 25% \s 

Bodenfeuchtigkeit erreicht. 8 
Die pH-Werte erreichen ein 
Maximum bei 25° C und bei * 

30 bis 40 % Bodenfeuchtig- 
keit. Ihre Maximalentwick- 
lung stimmt also mit der 2 
optimalen Entwicklung der 
cellulosezersetzenden Bak- 
terien überein. Die niedrig- c 
sten pH-Werte sind bei 17 
bis 25° C und bei 2 bis 10 % 

Bodenfeuchtigkeit zu beob- 
achten. Im allgemeinen ist eine gewisse Gegenläufigkeit zwischen den 
pH-Werten und den Werten des Humusgehaltes festzustellen. Diese 
Erscheinung wird besonders deutlich, wenn man in der Abb. 4 die 
Änderungen der pH-Werte und des Humusgehaltes in den einzelnen 
Temperaturbereichen vergleichend betrachtet. 

Diese Beobachtungen dürften leicht verständlich sein, da dort, wo 
die sauren Nebenprodukte der Zersetzung der Humusstoffe infolge der 
optimalen Tätigkeit der cellulosezersetzenden Bakterien am schnellsten 
und stärksten verarbeitet werden, auch die höchsten pH-Werte auf- 
tjreten müssen. Die niedrigsten pH-Werte müssen dagegen dort auf- 
treten, wo infolge des ungünstigen Ganges der Cellulosezersetzung deren 
saure Nebenprodukte vorherrschen. 
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Abb. 5 Der quantitative Zusammenhang zwischen 
B.iktcrienzahl (B) und Humusgehalt (Hg) 
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Das quantitative Verhalten der Bodenalgen . 

Wenn auch Bodenbakterien und Bodenpilze bei den Lebensvorgängen 
und bei den verschiedenen Stoffkreislaufen des Bodens eine besonders 
wichtige Rolle spielen, so soll damit keineswegs geleugnet werden, 
daß aller Wahrscheinlichkeit nach auch die Bodenalgen eine nicht zu 
unterschätzende Funktion ausüben. Wenn wir auch von ihrer recht frag- 



Abb. 6. A = Algen; K — Kontrollprobe ; An — Anfang; Wg = Wassergehalt 


würdigen Fähigkeit, den atmosphärischen Stickstoff zu binden, absehen, 
4*0 bleibt noch immerhin ihre wichtige Assimilationsfähigkeit bestehen, mit 
Hilfe deren sie die tieferen Bodenschichten mit Sauerstoff versorgen kön- 
nen. Daß diese Sauerstoffmengen den aeroben Lebensvorgängen der 
übrigen Bodenmikroorganismen zugute kommen, braucht vielleicht nicht 
näher erklärt zu werden. Über die Ökologie der Bodenalgen sind die An- 
sichten heute nicht vollkommen einheitlich. Diese Mikroorganismen hat 
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man nämlich früher ausschließlich als Mikroorganismen der Gewässer 
betrachtet. Die späteren Forschungen haben dann ihr Vorkommen im 
Boden in einem immer größeren Umfange nachgewiesen. Unsere 
Untersuchungen haben nun, wie das die Abb. 6 zeigt, zu dem bemerkens- 
werten Ergebnis geführt, daß die optimalen Feuchtigkeits- und Tem- 
peraturbereiche dieser Mikroorganismen mit denen der Mehrzahl der 
Bodenbakterien vollkommen übereinstimmen. Sie erreichen ihre 
optimale Entwicklung bei 25° C und 25 % Wg., also bei 66 % der Wk. 
Besonders auffallend ist ihr starkes Vorkommen bei den ganz niedrigen 
Feuchtigkeitsgraden; das stimmt sehr gut mit den Ergebnissen überein, 
die Fehir bei der Erforschung der extrem trockenen Wüstenböden der 
Sahara gewonnen hat [Killian und Fehir (4)]. Gegen die höheren 
Temperaturgrade sind einige Arten recht empfindlich, dagegen vertragen 
sie in ihren optimalen Temperaturbereichen noch sehr gut die höheren 
F euchtigkeitsgrade. 

Das geschilderte Verhalten beweist uns ihre weitgehende An- 
passung an die besonderen Verhältnisse des Landlebens. Zum Beweise 
dessen, daß sie auch bezüglich ihrer Assimilationstätigkeit an die be- 
sonderen Strahlungsenergieverhältnisse der Bodenräume angepaßt 
sind, verweisen wir auf unsere Arbeit über die Bodenalgen (5). 

Die Beeinflussung der optimalen Grenze des Wassergehaltes durch die 
W asserkapazität des Bodens. 

Daß die jeweilige Höhe der Wasserkapazität die Lage des Optimum- 
bereiches der Bodenfeuchtigkeit ganz wesentlich beeinflussen wird, 
war uns von vornherein klar. Infolge der Umständlichkeit der Versuchs- 
methodik w ar es jedoch unmöglich, Paralleluntersuchungen in größerer 
Ausdehnung einzusetzen. Um jedoch auch in dieser Hinsicht gewisse 
Anhaltspunkte gewinnen zu können, haben wir einige Vergleichsunter- 
suehungen auch mit anderen Böden durchgeführt. 

Hierzu wuiden zwei Bodentypen verwendet, und zwar der Boden der 
Versuchst lache B/12. Lehmiger Boden, entnommen von einem Weizenfelde 
m 20 cm Tiefe, und der Boden der Yersuohsflache 24, sandiger Lehmboden, 
auf der seit 0 Jahren brachliegenden Kontrollf lache ebenfalls in 20 cm Tiefe 
entnommen. Beule Boden wurden nach der Bestimmung der absoluten 
Wk. 8 Tage lang im Thermostaten bei 25° und verschiedenen Feuchtigkeits- 
graden gehalten, und sodann auf den Gesamt bakteriengehalt (aerob und 
anaerob) untersucht mit folgendem Ergebnis (Tabelle II a. f. S.): 

Zur Ergänzung bemerken wir, daß in unserem ursprünglichen 
Versuchsboden 20 b der Bakteriengehalt den höchsten Wert bei 
25% Wg. erreicht. Da der Boden selbst eine Wk. von 38 Gew.-% hatte, 
entspricht dieser Feuchtigkeitsgrad 66% der Wasserkapazität. Durch 
Einstellung von Zwischenstufen w äre es natürlich möglich, diese Grenz- 
zahlen noch genauer festzulegen. Aber schon auf Grund dieser Ergebnisse 
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Tabelle II. 





Boden von 


Wassergehalt 
des Bodens 
in öew.-o/ 0 

B/12 (Wk. 88 Gew.-o/ 0 ) 

| Versuchsflache 24 (Wk. 28 Gw.-o / 0 ) 

Wassergehalt 
in o/o derWk. 

Bakteriengehalt 
je g 

Wassergehalt 
in o/ 0 der Wk. 

Bakteriengehalt 
J« I 

10 

30 

379 . 10 6 

36 

868 . 10® 

13 

39 

545. 10 6 

— 

— 

20 

61 

560 . 10 B 

71 

400. 10 8 

25 

76 

377 . 10* 

89 

831 . IO 8 

30 

91 

335 . 10* 

— 

— 


Gew.-% = Gewichtsprozent; Wk. = Wasserkapazität. 


können wir feststellen, daß der optimale bzw. der biologische wirksamste 
Wassergehalt des Bodens bei Feuchtigkeitsgraden liegt, die ungefähr 
60 bis 80 % der Wasserkapazität entsprechen. Wenn wir die physiologi- 
schen Bakteriengruppen berücksichtigen, so können wir auf Grund der 
bereits mitgeteilten Ergebnisse folgendes festellen. 



Temperatur- 

optimam 

Feuchtigkeit so pti m um 

Wassergehalt 
in o/o auf den 
Boden bezogen 

Wassergehalt 
in o/o der 
Wasserkapazit&t 

Nitrifizierende Bakterien 

i 

30-35° 

30 

79 

Stickstoff bindende Bakterien . . . 

25° 

25 

66 

Cellulose zersetzende Bakterien . . 

26° 

I 1 30 

79 

Sonstige Bodenbakterien 

| 25° 

ll 25 

66 

Bodenpilze 

! 25° 

15 

40 

Bodenalsren 

25° 

l! 25 

66 


Nach dieser Zusammenstellung bewegen sich die Grenzen des 
optimälen Wassergehaltes des Bodens, wenn man von den größtenteils 
aeroben Bodenpilzen absieht, fast für alle Bodenmikroorganismen 
zwischen 66 und 79% der maximalen Wasserkapazität. Wird daher der 
Boden mit Wasser gesättigt, so wird das infolge von Störung der Luft- 
zufuhr für das Leben der Mikroorganismen bereits hemmend wirken. 

Auffallend ist auch die deutliche Anpassung der Bodenalgen an 
dieses Verhältnis. Wenn wir jetzt noch die Kurven der Abb. 7 (S. 267) 
vergleichen, so sehen wir, daß sich bei unserem Versuchsboden die Tem- 
peraturwirkung erst bei Feuchtigkeitsgraden erheblich geltend macht, 
die über 8 bis 10 % Wg. bzw. 21—26 % der Wk. liegen. Der Wirksamkeits- 
bereich kann daher für das Mikroorganismenleben des Bodens mit 
26 — 80% der maximalen Wasserkapazität angegeben werden. 

Auf dem hier kurz behandelten Gebiete harren unserer Ansicht nach 
noch manche ungelöste Fragen der Beantwortung durch wissenschaftliche 
Bearbeitung. 
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Die mathematisch-analytischen Grundlagen des R- Gesetzes (6). 

Es ist das selbstverständliche Ziel jeder biologischen Forschungsarbeit, 
ihre durch induktive Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse in mathe- 
matischer Form auszudrücken. Durch sie wird nämlich der quantitative 
Zusammenhang klar und übersichtlich dargestellt. Allerdings begegnet bei 
der Unzulänglichkeit der biologischen Forschungsmethoden, die im Ver- 
hältnis zu der äußersten Kompliziertheit der Naturvorgänge noch als 
primitiv bezeichnet werden müssen, ein exakter mathematischer Ausdruck 
der auf dem experimentellen Wege ermittelten Zusammenhänge fast immer 
Schwierigkeiten. Zwischen den unsicheren Methoden der biologischen 
Forschung und zwischen den klaren Verfahren der Mathematik besteht 
noch immer eine Kluft, die vorläufig noch schwer zu überbrücken ist. Es 
ist daher selbstverständlich, daß das Bestreben der mathematischen Be- 
handlung der biologischen Forschimgsergebnisse darin bestehen soll, die 
Mathematik vorläufig als ordnenden Geist in der komplizierten Welt der 
organischen Naturvorgänge zu verwenden. Der mathematische Ausdruck 
soll daher vorläufig in erster Reihe die Form und nur bedingt und nur m 
zweiter Reihe den Inhalt angeben. Er soll aber keinesfalls dazu dienen, 
um uns zu einer Vernachlässigung der induktiven, experimentellen Methoden 
zu verleiten. 

In der mathematischen Behandlung der Ergebnisse sind wir auf dem 
Gebiete der Chemie und Physik schon weit vorgeschritten und können alle 
chemisch-physikalischen Reaktionen mit ihren beeinflussenden Faktoren 
im Laboratoriumsversuch mit den exakten Methoden der Chemie und der 
Physik auch quantitativ klar erfassen. In einer völlig anderen Lage be- 
finden wir uns auf dem Gebiete der biologischen Forschung. Auch dann, 
wenn wir des guten Glaubens sind, daß es uns gelungen ist, die beein- 
flussenden Faktoren sicher und klar in der Hand zu halten, müssen wir 
bekennen, daß auch in diesem Falle noch eine große Wahrscheinlichkeit 
besteht, daß wir nicht mit einem, sondern mit einer Reihe von Faktoren zu 
tun haben, die wir vorläufig weder in ihrem Wesen noch ihrer Wirkung 
nach klar erkennen und exakt und quantitativ erfassen können. 

Es war bei den friiher durchgeführten Freilanduntersuchungen noch 
nicht möglich, das innere Wesen und den komplexen Aufbau des J?- Ge- 
setzes zu ergründen. Erst auf Grund der jetzt durchgeführten letzten 
umfangreichen experimentellen Forschungen ist es uns geglückt, die 
mathematisch- analytischen Grundlagen der Gesamterscheinung klar- 
zustellen. Um die folgenden Erörterungen richtig verstehen zu können, 
müssen wir vor allem folgendes feststellen: 

Jeder Boden bildet als Lebensraum, in seiner Gesamtheit mit 
seinem Lebewesen und mit seinen organischen und anorganischen 
Energiequellen, eine bioenergetische Einheit, die ihre Lebensäußerungen 
nur zwischen den Grenzen durchzuführen vermag, die durch ihre 
biologische, biophysikalische und biochemische Konstitutionsbedin- 
gungen a priori gegeben sind. Innerhalb dieser bereits vorhandenen 
Grenzen sind nun die Änderungen der Wärme als Energiequelle und des 
Wasserfaktors als regulierenden Komponenten jene Induktionskräfte, 
die die quantitativen Lebensäußerungen des Bodenlebens hervorrufen. 

Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. 19 
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Die Wirkungen dieser zwei Biofaktoren können aber voneinander 
nie getrennt werden. Sie gehören untrennbar zusammen. Sie be- 
gleiten und beeinflussen sich im komplexen Sinne gegenseitig derart, 
daß die Änderungen des einen immer als Folgeerscheinung von denen des 
anderen aufgefaßt werden können. 

Die Wärme ist zweifelsohne die primäre Energiequelle jedes bio- 
dynamischen Vorganges und infolgedessen auch des Lebens selbst. 
Der Wasserfaktor als wesentlicher und unentbehrlicher Bestandteil des 
lebenden Protoplasmas reguliert die Wirkung der Temperatur. 

Aus diesen Feststellungen müssen wir aber den Satz ableiten: daß die 
Wirkungen der Bodentemperatur und des Wassergehaltes als komplexe 
miteinander zusammengehörende und immer gleichzeitig wirkende bio- 
dynamische Erscheinungen berücksichtigt werden müssen . ■ 

Sie können die Lebensvorgänge im positiven und negativen Sinne 
beeinflussen, haben also ihre Wirkungsgrenzen und ihre optimalen 
Wirkungsbereiche, die bei ihren O-Werten beginnen und bei der Grenze 
enden, wo ihre fördernde Wirkung in die hemmende übergeht. Diese 
Grenze bezeichnen wir als „Optimumgrenze“. Aus der komplexen 
Wirkungsweise der beiden genannten Faktoren folgt aber auch, daß, 
wenn einer von ihnen seine optimalen Grenzen nach unten oder nach 
oben überschreitet, dies auch die fördernde Wirkung des anderen hemmt. 
Daher hat Fehör seinerzeit durch Multiplikation der numerischen Werte 
der beiden Faktoren Bodentemperatur und Bodenfeuchtigkeit, die wir 
künftig kurz als Bt und Bf bezeichnen werden, das Produkt „J?“ ge- 
bildet und dieses mit den quantitativen Änderungen der zugehörigen 
Mikroorganismenzahlen {Mg) in Zusammenhang gebracht. Die zwei 
Faktoren, Temperatur und Wassergehalt, sind zwei grundwichtige 
bioenergetische Komponenten der Lebensaktivität der Mikroorganismen 
des Bodens. Aus diesen beiden Komponenten entsteht als resultierender 
Energiefaktor als der Ausdruck ihrer komplexen Zusammenwirkung das 
Produkt ,,Ä“ [resultierender Faktor (1)]. 

Die optimalen Grenzen von Bt und Bf der verschiedenen Gruppen 
von Mikroorganismen sind für jede Bodengattung gegebene Werte, 
deren Veränderlichkeit hauptsächlich durch die physikalischen Kon- 
stitutionsbedingungen der verschiedenen Böden bedingt wird. Die 
Temperaturgrenzen werden hauptsächlich durch die spezifische Wärme 
und durch das Wärmeleitungsvermögen beeinflußt. Wie die bisherigen 
Ergebnisse dieser und der früheren Forschungen zeigen, sind ihre 
Schwankungen für eine und dieselbe Gruppe von Mikroorganismen 
praktisch verhältnismäßig gering. 

Die optimalen oberen Grenzen des Wirkungsbereiches des Fak- 
tors Bt liegen zwischen 25 bis 35°. Die untere Grenze liegt theoretisch 
bei 0° C. Die optimale Grenze des Faktors Bf ist in der Regel größeren 
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Schwankungen unterworfen, sie hängt in der Regel von der Größe der 
Werte der maximalen Wasserkapazität ab und liegt bei Feuchtigkeits- 
graden, die ungefähr 66 bis 80 % der in Gewichtsprozenten ausgedrückten 
Werte der maximalen Wasserkapazität betragen {Bf - Werte von unge- 
fähr 15 bis 30 Gew.-%, je nach Bodengattung). 



Abb. 7. Die Pai Adlung des R-Gesetzes im Raumkoordinatens\ stein. Auf der z - Achse ist die 
Bodenfeuchtigkeit (Bl) m Prozenten, auf der z-Achso der Bakteriengehalt (Bg) und auf der 
y-Achs* die Bodenteinperatur ( Bt) eingetragen. Parallel mit der y- Achse laufen die f?/-Kurven 
und parallel mit der y-Acl»e die iW-Kurven. Oberhalb des Raumkorpers befindet sich die 
Projektion z—x mit den Bl- Kurven. 

Die theoretische untere Grenze liegt auch hier bei dem Werte 0, 
der aber nach Killian und Feh.br (4) in der freien Natur, selbst in den 
trockensten Wüstenböden, nicht erreicht wird und nur künstlich im 
Laboratorium verwirklicht werden kann. 


19 * 
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Aus diesen Überlegungen folgt aber auch, daß zu der richtigen und 
vollständigen analytisch-mathematischen Erfassung und Ergründung 
des Ä- Gesetzes die analytische Darstellung in der Ebene nicht mehr 
genügt, das vielmehr der Weg der räumlichen Darstellung mit Hilfe 
der Raumkoordinaten betreten werden muß. Als typisches Beispiel 
haben wir zunächst die Änderungen des Bakteriengehaltes in ihrer 

Abhängigkeit von den jß-Werten 
räumlich dargestellt (Abb. 7 und 8). 

Es wurden hierbei auf die a?-Achse 
die Bf, auf die y-Achse die Bt und 
auf die z- Achse die Bg (Bakterien- 
gehalts) -Werte aufgetragen. Auf 
Grund der Analyse des so gewonnenen 
Raumbildes können wir nun folgende 
grundlegende Gesetzmäßigkeiten ab- 
leiten. 

1. Die B-Werte werden in der 
x — y-Ebene des Raumkoordinaten - 
Systems an den Punkten gebildet, an 
denen die Koordinaten der Bt(y)- und 
Bf (x) -Werte sich schneiden. Ihre Lage 
wird also durch die korrespondierenden 
Werte Bt und Bf unzweideutig be- 
stimmt. 

2. Über jedem Kreuzungspunkte 
befinden sich auf den z -Koordinaten 
die zugehörigen Bg bzw. JVfy-Zahlen. 
Diese werden also durch die Lage der 
R -Werte in dem Raumkoordinaten- 
system bestimmt. 

3. Verbindet man die By-Zahlen 
mit den Raumkurven, die parallel 

mit der ar-Ach«e laufen, so bekommen wir die Wirkung der Änderungen 
des B/ -Faktors bei verschiedenen Temperaturen. Diese Kurven bezeichnen 
wir als Bf -Kurven. 

4. Werden nun die Bg ‘Zahlen auch parallel mit der y-Achse ver- 
bunden, so bekommen wir jene Raumkurven, welche die Temperatur - 
wirkung bei verschiedenen Bf -Werten darstellen. Diese sind die Kurven. 
In den Abb. 7 und 8 erscheinen diese Kurven in Projektionen in der z — x- 
und in der z — y-Ebene. 

5. Auch die Kreuzungspunkte dieser Raumkurven bestimmen jetzt die 
Lage der Bg- Werte. Die B-Werte sind also Schnittpunkte der x- und 
y-Koordinaten und die By-Zahlen Kreuzungspunkte der Bt- und B/- Kurven. 

6. Die x — y-Ebene wird nun durch die Bt- und B/-Werte, welche die 
obere Grenze des Optimumbereiches charakterisieren, in vier Vierecke 
geteilt. Über diesen liegen jetzt die vier Segmente der Mantelfläche des mit 
den Bt- und B/ -Kurven dargestellten Raumkörpers. 

7. Der höchste Bg- Wert wird immer über dem Schnittpunkte der 
beiden optimalen Bf - und Btf-Koordinaten liegen. Wird daher entweder der 
eine oder der andere Faktor seine optimale Grenze überschreiten, so wird 



Abb. 8. Projektion z — y mit den iiMCurven 
auf Grund des Roumkorpers der Abb 7. 
Bg — Bakteriengehalt; Wg — Wassergehalt 
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in seinem Wirkungsmechanismus der hemmende Anteil allmählich die 
Oberhand gewinnen und das Wachstum der Mikroorganismen im negativen 
Sinne beeinflussen. 

8. Aus diesen Überlegungen folgt aber auch die wichtige Feststellung, 
daß die Wirkung des i?- Faktors von dem Umstand, ob das Produkt von R 
von solchen Bt- und ^/-Faktoren gebildet wurde, die ihre optimalen Grenzen 
noch nicht oder schon überschritten haben, entscheidend beeinflußt wird. 

Es können daher die gleichen numerischen Werte von R je nach der Lage 
ihrer Komponenten hemmend oder fördernd wirken. Der jeweilige bio- 
dynamische Wert des R- Faktors wird also von der Lage seiner Komponenten, 



Ahb. 0. Dir Quadrate der r — y-Kbene Bt — Bodentemperatur; Bf =- Bodenfeuchtigkeit; 
BO - Optiniunigrenze des Bakterien^ achstums , PO — Optimumgrenze des Pilz^achstums; 
Bukteriengehalb (B) - BJ 10000, Pilzgehalt ( P ) - Pf 1000. 


die diese den Optimumgrenzen gegenüber einnehmen, entscheidend beein- 
flußt. Es köimen die Ä-Werte von gleicher numerischer Hohe miteinander 
und gegenseitig m keiner Hinsicht vertauscht oder ersetzt werden. Mit 
anderen Worten: Man kann daher i? -Werte, die durch diejenigen Bt- und 
IFy-Werte gebildet wurden, die innerhalb des Optimumbereiches der ver- 
schiedenen Gruppen von Mikroorganismen liegen, nicht durch solche 
R -Werte ersetzen, in denen eine oder beide Komponenten die Optimum- 
grenze überschritten haben. Die Beachtung dieser Regel ist hei der Aus- 
wertung des R-Oesetzes fundamental wichtig. 

9. Die vier Quadrate der x — t/-Ebene können jetzt analytisch und 
biologisch charakterisiert werden. Wir werden sie nach ihrem größten 
Ä-Wert eingeordnet nach der Reihe als I., II., III. und IV. x — y-Vierecke 
bezeichnen (Abb. 9). 

Viereck I enthält alle R- Werte, deren Komponenten, also die Werte 
von Bf und Bt, optimal oder unteroptimal sind. Die korrespondierenden 
Afg- Zahlen zeigen bis zu dem Optimum steigende Reihe. Der Zunahme 
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der Ä-Werte folgt hier also immer eine Zunahme der Affir-Zahlen. Es wirken 
hier also beide Faktoren Bt und Bf physiologisch fördernd. 

Im Viereck II finden wir alle B-Werte, die von den überoptimalen 
Bezahlen imd von den unter optimalen B/ -Werten abgeleitet werden. 
Der Steigerung der Werte entspricht hier nur bis zu einer gewissen Grenze 
eine Zunahme der M (/-Zahlen. Bei den höchsten B -Werten tritt bereits eine 
Verminderung der Mg - Werte ein. Der Faktor Bt wirkt hier hemmend, der 
Faktor Bf fördernd. 

Viereck III enthält die als Produkte der unter opt imalen Bt-Zahlen mit 
den überoptimalen Bf -Werten gebildeten B -Werte. Im Bereiche der Bf- 
Kurven b ring t die Erhöhung der B- Werte immer eine Verringerung der 
Mg -Zahlen. Die R -Werte der B£-Kurven verhalten sich umgekehrt. Der 
Faktor Bf wirkt hier also ausdrücklich hemmend, der Faktor Bt fördernd. 



Abb. 10. Die Darstellung des Zusammenhanges zwischen Bakteriengehalt (B) und R - Werten 
in der * — y-Ebene nach den verschiedenen Temperaturgraden. 0 — Optimumgrenze; En « me- 
diane Ausglclchkurve; So — Optimumkurve. 


Im Viereck IV werden wir dagegen nur solche B -Werte finden, die von 
den überoptimalen Bt - und B/-Werten gebildet werden. Es wirken hier 
beide Faktoren hemmend. Dementsprechend wird hier auf die Vergrößerung 
der B -Werte immer eine Abnahme der Mg -Zahlen erfolgen. 

Von diesen Vierecken wird die größte Wichtigkeit das Viereck I be- 
kommen. Über der Grundfläche dieses Vierecks liegen alle Mg -Zahlen 
bzw. -Werte, die dem sogenannten Optimumgebiet angehören, also Bt- und 
B/-Werte, die alle physiologisch fördernd wirken. Bei allen biologischen 
Naturvorgängen sind natürlich die bioenergetischen Eigenschaften des 
Optimuxngebietes die entscheidenden. Für das Verständnis des biologischen 
Geschehens ist es daher wichtig, den Gang der sogenannten Optimumkurve 
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darzustellen, die die optimale Entwicklung und den optimalen Ablauf eines 
Lebensvorganges darstellt. 

Ganz besonders wichtig ist aber die Erkenntnis, daß auch in dem 
System der Raumkoordinaten nur eine Kurve vorhanden ist, die, ohne die 
optimalen Werte von R bzw. Bt und Bf zu überschreiten, die niedrigsten 
quantitativen Lebensstufen mit den höchsten verbinden. 

10. Die Darstellung des absteigenden Astes der Optimumkurven hat 
nur theoretisches Interesse. Wir haben vollständigkeitshalber diesen Gang 
der Optimumkurve über dem Viereck IV dargestellt, die dann die optimalen 
Afy-Zahlen und /? -Werte mit den niedrigeren Mg -Werten und mit den 
diesen entsprechenden höchsten ü?-Werten verbindet. 

Nachdem wir mit Hilfe der räumlichen Darstellungsmethode über das 
innere Wesen des R - Gesetzes die nötigen Sätze abgeleitet haben, können 



Abb 11. Die Darstellung des Zusammenhanges zwischen Pilzzahl (P) und P- Werten in der 
x — y - Ebene nach den verschiedenen Temperaturgraden. 0 — Optimumgrenze; En mediane 
Ausgleichskurve; Eo = Optimumkurve. 

wir, um die späteren mathematischen Erörterungen einfacher zu gestalten, 
die bereits ermittelten Zusammenhänge auch in der x — y-Ebene eines 
ebenen Koordinatensystems darstellen. Werden nämlich die R -Werte 
des Optimumgebietes, nach ihrem numerischen Wert geordnet, auf die 
#- Achse, die zugehörigen Bakterienzahlen auf die y -Achse eines ebenen 
Koordinatensystems auf getragen, so wird natürlich die ganze Erscheinung 
in eine einfachere und übersichtlichere Form überführt. 

Abb. 10 zeigt, uns das so gewonnene Bild. Um die Lage der einzelnen 
Punkte auch mit dem Raumkoordinatensystem in Einklang bringen zu 
können, haben wir die einzelnen Punkte der ^/-Kurven miteinander ver- 
bunden und somit diese Kurven auch in der Ebene dargestellt. In der 
Abbüdung haben wir auch die mediane Ausgleichskurve und den auf- und 
absteigenden Ast der Optimumkurve der Vierecke I und IV auf Grund der 
früher abgeleiteten Feststellungen konstruiert. 

Für die Darstellung der Pilzkurve haben wir das gleiche Verfahren 
angewendet (siehe Abb. 11). Die Darstellung des Raumkoordinatenbildes 
war jedoch hier nicht mehr notwendig, da auf Grund der bereits abgeleiteten 



272 


D. Fehär u. M. Frank: 


Grundsätze die Bestimmung der Ä-Werte, die die Lage der Optimumkurve 
und der dieser entsprechenden überoptimalen Kurve bestimmen, mit Hilfe 
der experimentell ermittelten Optimumgrenzen in der x — «/-Ebene (Abbil- 
dung 11) des Raumkoordinatensystems ohne weiteres durchgeführt werden 
konnte. 

Die mathematische Berechnung der Optimumkuryen. 

Die mathematische Behandlung von Ergebnissen, die gewisse klar 
erkennbare Zusammenhänge aufweisen, ist für die Darstellung in der Ebene 
vom rein technischen Standpunkt aus in der Regel ohne jede Schwierigkeit 
zu handhaben. Wir können also die Ergebnisse jeder Beobachtung oder jedes 
Experiments durch eine entsprechende Behandlung des Untersuchung« - 
materials als eine Funktion n - ter Ordnung von irgendeinem variablen 
Faktor darstellen. Dazu dienen in der Mathematik die Potentialgleichungen 
nach der allgemeinen Form : y = Ax* -j- B x 2 C x -\- D, oder für unseren 
Fall: Mg = AR* + BR 2 + CR + D. 

Um die gewonnenen Ergebnisse durch derartige Gleichungen aus- 
zudrücken, stehen mehrere Verfahren zur Verfügung. Bei allen kommt es 
vor allem darauf an, die Konstanten dieser Gleichungen bzw. Kurven zu 
bestimmen. Man benutzt hierzu entweder das graphische Ausgleichs- 
verfahren mit den Tangenten auf Grund von Differentialgleichungen, oder 
eine der bekannten Interpolationsformeln. Durch die Verwendung dieser 
Formeln war Feher schon seinerzeit imstande, den Zusammenhang zwischen 
den Änderungen des -Faktors (als des ^-Variablen) und des Bakterien- 
gehaltes (als des «/-Variablen) durch Parabelgleichungen 3. bzw. 4. Ordnung 
mit guter Annäherung darzustellen (2). Diese Gleichungen wurden auf 
Grund von Ergebnissen der Freilandbeobacht ungen an Waldboden und auf 
Grund von experimentellen Versuchen aufgebaut. 

Wir haben diesmal zunächst durch die Verwendung der Interpolation« - 
formel von Lagrange den gleichen Weg betreten. Schon die ersten Gleichungen 
haben für die fraglichen Zusammenhänge S-formige Kurven mit einem 
ausgeprägten Minimum und Maximum mit einem dazwischenliegenden 
Wendepunkt gegeben. Da die meisten Versuche, die m dieser Richtung 
angestcllt wurden, nur den aufsteigenden Ast der Kurve zu erfassen ver- 
suchten, so sind dadurch die sogenannten Optimumkurven entstanden. 
Um uns jedoch auch über die allgemeine Richtung des absteigenden Astes 
unserer Kurven zu orientieren, haben wir bei einigen unserer Kurven, wo 
es möglich war, auch einen Teil des absteigenden Kurvenastes dargestellt. 
Auch für die Darstellung dieser Kurvenformen lassen sich natürlich die 
bereits erwähnten Paiabelgloichungen mit gutem Erfolg verwenden. 

Bei der näheren Betrachtung des auf steigenden Astes fiel uns jedoch 
sehr bald auch der exponentiale Charakter dieses Kurvenstückes auf. 
Wir haben infolgedessen auch versucht, die exponentiale Natur dieses 
Kurventeiles durch eine entsprechende Exponentialgleichung auszu- 
drücken. 

Für die praktische Verwendung der anfangs erwähnten Parabel - 
gleichungen ist es nämlich besonders wichtig, daß sie möglichst wenig 
Konstanten besitzen. Man soll daher mit möglichst kleinen Potenzen 
arbeiten. Durch die Anwendung der Exponentialgleichung wird man aber 
in die Lage versetzt, die Zahl der Konstanten zu verringern und sie mit 
größerer Sicherheit auszuwählen und zu berechnen. Außerdem bieten die 
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Exponentialgleichungen den großen Vorteil, daß man die einzelnen Kon- 
stanten für die Deutung und Charakterisierung des Kurvenverlaufes ver- 
wenden und miteinander vergleichen kann. Für die Verwendung der 
Exponentialgleichung ist in der letzten Zeit durch umfangreiche Arbeiten 
Janischs (6) eine gute und brauchbare Grundlage gelegt. Auf Grund 
unserer Untersuchungen kamen wir zu dem Ergebnis, daß der aufsteigende 
Ast unserer Kurven am einfachsten und sichersten durch die allgemeine 
Exponentialgleichung 

oder für unseren Fall 

i - J + T ( °" + a > R) ] 

dargestellt werden kann. Um entspxechende Zahlen zu erhalten, haben wir 
aus technischen Gründen an Stelle von l/y den Ausdruck 100 jy verwendet. 
Mg bedeutet die jeweiligen Mikroorgamsmenzahlen. 

Bei der näheren Betrachtung dieser Gleichung, die in dieser Fassung 
eine sogenannte reziproke Exponentialgleichung bedeutet, begegnen wir 
zunächst einigen Konstanten. Für die Charakterisierung dieser Konstanten 
möge folgendes bemerkt werden. Die Große des Konstanten m bewegte sich 
bei unseren Versuchen zwischen 1,0 bis 4,00. Die beiden Konstanten % 
und a 2 sind die sogenannten Richtungskonstanten. Sie bestimmen den 
Kurvenverlauf ; a Y ist charakteristisch für die niedrigen Werte und a 2 für 
die höheren Werte von x und y bzw. von R und Mg. 


Tabelle III. Vergleichende Darstellung d er Konstant en 
der Parabel- und der Exponentialgleichungen. 


! 


Parabelgleichungen 




Exponen- 

tial- 

gleichun- 

gen 




1 

|i 

Wendepunkte 




Mg 




l 

in Teilen 









'i 

der | 

o© ® 




1 

A 

B 

c 

i> ii 

ar-Achse ( 

©~ 

m 

01 

a 2 





i 

4» 

©■*» 1 







! 



«.*3 

ao IteSfe 

So ISts« 






1 

- 1 


l_ 

w o 
C 

£ eu i 


\ 



Bg. 

- 8,25 

+ 110 75 

- 294,5 

I +492 f 

7 

4,8 

68 

\ i 

3,2 

1 

3,4 

10 

P. 

- 0,513 979 

+ 18,837 786 

- 58,676 47 +265,849 . 

15 

9 

60 

i 4,0' 

3,8 

10 

A. 

- 4,387 96 

+ 96,394 

- 343,17 

: +511,16 ii 

13 

7,3 

56 

,1,0 

4,0 

9 

Nf. 

- 6,084 7 

+ 107,4 

- 279,64 

1+778,3 jj 

11 

5,8 

52 

U 

3,8 

10 

Dnf. 

+ 55 

-413 

+ 956 

,-560 1 

4 

2,5 

62,5 

2,4 

2,2 

9 

Nb. 

- 5,714 46 

+ 94,288 

302,87 

1 + 314,0 1 

9! 

4,9 

61 

12,6 

3,6 

10 


In der Tabelle III bringen wir eine vergleichende Übersicht über die 
verschiedenen Konstanten der von uns angewandten Potentialgleichun- 
gen. Sie können sehr gut zum Vergleich und zur Charakterisierung der 
einzelnen Kurven verwendet werden. 
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Wir haben vergleichsweise durch Differenzieren nach der all- 
gemeinen Formel der Gleichung y ~Aa? + BaP + Cx + D auch die 
Wendepunkte unserer /S-Kurven mit dem zweiten Differentialquotient 
(y" = 6 A x + 2 B) berechnet und in der Tabelle zusammengestellt. 
Sie können neben den übrigen Konstanten ebenfalls sehr gut für die 
vergleichende Charakterisierung der einzelnen Kurven verwendet 
werden. 

Obwohl durch diese Gleichungen eigentlich nur auf experimentellem 
Wege gewonnenen Feststellungen mathematisch ausgedrückt und 
charakterisiert werden, so ermöglichen sie uns doch einen weiteren 
Schritt und eine Vertiefung auf dem Gebiete der quantitativen Be- 
arbeitung der bodenbiologischen Untersuchungsergebnisse. Wir haben 
schon in einer früheren Arbeit ( 2 b) gezeigt, daß man auf experimentellem 
Wege für eine jede Bodenart die verschiedenen Werte von R und die 
dazugehörigen Jfg-Zahlen experimentell herstellen kann. Bestimmt 
man jetzt diese R -Werte derart, daß der eine für den Anfangsgang der 
Kurve, also bei niederen iü- Werten, ermittelt wird, und den zweiten 
derart, daß er den Kulminationspunkt der Kurve charakterisiert, so 
gewinnt man bereits zwei Kardinalpunkte der Exponentialkurve. 
Bestimmt man noch durch entsprechende Versuchsanordnung je einen 
B-Wert und die zugehörige Mikrobenzahl ungefähr vor und nach dem 
Wendepunkt der Kurve, so kann man die entsprechende Potential- oder 
Exponentialgleichung aufstellen und die übrigen Werte, wenigstens an- 
nähernd quantitativ berechnen. Man kann also für die verschiedenen 
Böden ihre Konstanten a und m experimentell mit Zuhilfenahme dieser 
Exponentialgleichung ermitteln und diese dann zur Charakterisierung 
der biologischen Aktivität verwenden (2 b). 

Es ist natürlich klar, daß die bezeichneten Gleichungen infolge der 
vielen Unzulänglichkeiten der angewendeten Untersuchungsmethoden nicht 
in allen Einzelheiten mit den graphisch konstruierten Ausgleichskurven der 
tatsächlich gefundenen Werte von x und y übereinstimmen können. Be- 
sondere Schwierigkeiten macht es, bei einigen Kurven den Anfang der- 
selben durch die angewendeten Gleichungen zu charakterisieren, ln diesen 
Fällen zeigte aber die nähere Betrachtung, daß infolge von inneren biologi- 
schen Ursachen dieser Teil der Kurve fast einen mit der asAchse parallelen 
geradlinigen Verlauf hatte, und infolgedessen ein einheitlicher mathemati- 
scher Ausdruck nicht gut möglich wurde. Die innere Ursache dieser Er- 
scheinung ist darin zu suchen, daß die meisten Mikroorganismen extrem 
niedrige Werte von Bt und Wg in der Form von Sporen oder in Dauer- 
zuständen überleben können. Der eigentliche Mikroorganismengehalt des 
Bodens wird daher bei den niedrigsten R -Werten auch dann, wenn diese 0 
erreichen, nie auf 0 herabsinken. Da jedoch je nach der Bodenbeschaffenheit 
bei den niedrigsten -Werten der Faktor Wg und umgekehrt beinahe 
wirkungslos bleiben, so werden die ersten quantitativen Lebensreaktionen 
sich erst allmählich erhöhen, welche Erscheinung dann zu dem anfänglichen 
mit der x - Achse mehr oder weniger parallel verlaufenden Kurvenstück zum 
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Ausdruck kommen wird. Die Länge dieser Geraden ist je nach dem ver- 
schiedenen Verhalten der einzelnen Gruppen von Mikroorganismen recht 
verschieden. Wir werden auf diese Frage bei der Behandlung der einzelnen 
Kurven noch zurückkommen. 

Bezüglich der Auswertung der Kurven ist noch folgendes zu be- 
merken: In den Tabellen haben wir auch die mittlere Abweichung und 
die ± -Differenzen für beide Kurven, bezogen auf die Ausgleichskurve, 
berechnet. Wenn man die Unvollkommenheit der angewendeten 
Versuchsmethodik in Betracht zieht, so kann man von einer verhältnis- 
mäßig guten Übereinstimmung sprechen. 

Kurve des BakteriengehaUes 
(siehe Abb. 12 und Tabelle IV). 

Die Parabelfunktion und die eingelegte Kurve laufen ziemlich 
konform. Dies gilt auch für den absteigenden Ast der Parabel, deren 
Verlauf durch einige Koordinaten des Grenzgebietes {x-y- Viereck IV) 



Abb. 12. Die Kurve des Bakteriengehalts. B -= Bakteriengehalt; E - Kurve berechnet mit 
der Exponentialgleichung, P =* Parabelkurve; En « eingelegte Kurve; amax—ante- 
Maxlmum; p max * post-Maxtmum; R- Werte, obere Reihe: Bodenfeuchtigkeit x Bodentem- 
peratur; R-Werte, untere Reihe. Bodenfeuchtigkeit x (Bodentemperatur + 10). 


im allgemeinen angegeben wurde. Bei der Berechnung der Exponential- 
gleichung mußte natürlich das Koordinatensystem etwas verschoben 
werden. Nach dieser Verschiebung stimmen die einzelnen Punkte im 
allgemeinen mit dem Verlauf der eingelegten Kurve innerhalb der 
gegebenen Möglichkeiten ziemlich uberein. Wie schon erwähnt, kann 
die Exponentialgleichung nach der Kulmination der Kurve nicht mehr 
benutzt werden. Nach diesem Punkte wurde nur die Parabelkurve 
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Tabelle IV. 


— 

i . p li 

X 

ä- 

Werte 

Empirische 
Kurve y 

Berechnete 
Kurve, y' 

J'y~y'-y 

= j. y 

V 


2 

3 

4 

125 

225 

326 

AOJx 

2600000 

3630000 

6200000 

2800000 

3830000 

5580000 

7570000 

+ 200000 
+ 200000 
+ 380000 
4- 370000 

+ 7,69% 

+ 5,5 
+ 7,31 

4- 5 13 

S± n'- = 6 * 9 8% 

0 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

525 

625 

725 

825 

925 

1025 

1 

i 

9000000 

10000000 

9720000 

6830000 

4600000 

3830000 

9300000 

10270000 

10000000 

7740000 

3720000 

3300000 

+ 300000 
+ 270000 
+ 280000 
+ 910000 
— 880000 
— 530000 

+ 3,33 
+ 2,7 
+ 2,88 
+ 33,3 
— 19,1 
— 13,9 

=8,084% 

n 

— £- y =i6,5% 



Optimumgrenzen: 26° C Bt 


Py’ = - 8,25 x 3 + 110,75 z* - 294,5 .r + 492. 
Py ißt mit 10 000 zu multiplizieren. 


* Mq — Mikroorgamsmengehalt. 


Tabelle V. 



R- 

Werte 

Empirische 
Kurve y 

! Berechnete 
Kurve y' 

2 

50 

206000 

199000 

3 

75 

212000 

200000 

4 

100 

228000 


5 

125 

252000 


6 

150 

300000 

300000 

7 

175 

348000 


8 

, 200 

404000 


9 

1 225 

459000 


10 

| 250 

516000 

548000 

11 

275 

580000 


12 

300 

636000 


13 

325 

690000 

711000 

14 

350 

731000 


15 

375 

752000 j 

754000 

16 

400 

748000 


17 

425 

727000 

742000 

18 

I 450 

678000 


19 

475 

610000 

! 630000 

20 

500 

539000 

531000 

1 


p 


J’y = y' y 

100 4' y 

* = ' " 

— 7000 

— 12000 

-3.39% 

— 6,6b 

0 

• 0 

+ 32000 

+ 6,2 

+ 21000 

-f 3,06 

+ 2000 

+ 0,266 

4- 15000 

+ 2,00 

+ 20000 
— 8000 

+ 3,25 
— 1,48 

=2,82% 

n 



1+J'y 



n 


= 2,97% 


= 3,51% 


i 


Py' = - 0,513 979 J’ 8 + 13,837 786 a 8 - 58,676 47 x + 265,349. 

Py' ist mit 1000 zu multiplizieren. >' 

Optimumgrenze: 26° C Bt 

* Mg — Mikroorganismengehalt. 
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Empirische 
Kurve: y 

2400000 

2600000 

3400000 

4620000 

0300000 

8190000 

9600000 

10050000 

9450000 


Berechnete 
Kurve: y f 

2430000 

2530000 

3440000 

5140000 

7090000 

9060000 

9970000 

10340000 

10280000 


4 30000 
— 70000 
4 40000 
4 520000 
+ 790000 
4 870000 
4 370000 
+ 290000 
4 830000 


4 1,2% 

— 2,69 
4 U7 
+ 11,2 
4 12,5 
4 10,6 
4* 3,85 
4 2,8 
4 8,7 _ 

=6,078% 


^4 4"y 


und 25% Bf. (66% der Wk) 

= 7 [ m • a ' lx + T + a ' X) \ • 

öj = 3,4, a 2 = 10, m = 3,2. 
Jfy-Wert* bei 0' = 2,4 x 1000 000 = 2 400 000. 
| Ey" ist mit 1 000 000 zu multiplizieren. 

Pilze. 


X 

R- 

Werte 

Empirische 
Kurve 1 / 

Berechnete 
Kurve - y" 

J " V = v"-il 

mj"y __ 

V 

r o,i 

25 

204000 

188000 

16 

— 7,8° 

2' 0,2 

75 

212000 

186300 

— 25 700 

— 11,6 

3' 0,3 

125 

252000 

237000 

— 16000 

— 5,95 

4' 0,4 

175 

348000 

349000 

4 1000 

4 0,29 

5' 0,6 

225 

459000 

489000 

4 30000 

4 6,5 

1 0' 0,6 

275 

680000 

625000 

4 45000 

4 7.75 

I r 0,7 

325 

690000 

714000 

4 24000 

4 3,47 

8' 0,8 

375 

752000 | 

762000 

+ 10000 

4 1,3 

'9' 0,9 

425 

727000 ! 

770000 

1 + 43000 

4 6,9 



1 

i 


n 



100 1 r 

Ey 2 1." 

* • “> + 2 

(a 2 4 «a x ) ] ■ 



Ul 

= 3,8, 

cl 2 = 10, 

m = 4,0. 


n 


= 8,45% 


Mg- Wert* bei 0' =* 1,8 x 100 000 = 180 000. 
Ey" in Hunderttausenden. 


und 15% Bf. (40% der Wk) 
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Tabelle VI. 


X 

. ..... p ...... I 

£- 

Werte 

Empirische 
Kurve: y 

Berechnete 
Kurve: y* 

J'yszy’- y 

V 


2 

100 

190 

175 

— 15 

— 7,89% 


3 

160 

211 

231 

+ 20 

4- 9,47 


4 

200 

345 

400 

-f 66 

+ 16,9 


6 

260 

677 

657 

+ 80 

4- 13,8 

^4 m ^*y QnA0/ 

6 

300 

844 

974 

+ 130 

+ 15,4 

n =8,74% 

7 

360 

1166 

1327 

+ 162 

+ 13,9 


8 

400 

1600 

1688 

4* 188 

4- 12,5 


9 

460 

1860 

2032 

4- 182 

4- 9,83 


10 

600 

2200 

2331 

4- 131 

+ 5,9 

1 d y • qa n/ 

11 

660 

2600 

2560 

4- 60 

+ 2,4 

n ~ = 7,89% 

12 

600 

2646 

2681 

+ 36 

+ 1,36 


13 

660 

2630 

2700 

4- 70 

+ 2,66 


14 

700 

2620 

2560 

4- 40 

+ 1,58 







X±J ' y -8,66% 



Py' = - 4,387 96 x 8 + 96,394 x* - 343,17 x + 511,16. 


’ Mg = Mikroorganismengebalt 


Optimumgrenzen : 26° Bt 


Tabelle VII. 


1,6 

2 

3 

4 
6 
6 

7 

8 
9 

10 

11 


R- 

Werte 

Empirische 
Kurve v 

Berechnete 
* Kurve y' 

J , y = y‘-y 

100 J'u 

v 

100 

63300 

68000 

4- 4700 

+ 8,82% 

1 150 

64600 

60000 

4- 5500 

4 - 10,09 

260 

67600 

74170 

4- 6670 

+ 9,88 

360 

91000 

98890 

4- 7890 

+ 8,67 

460 

126400 

130420 

4- 5020 

+ 4.00 

660 

161000 

165260 

4- 4260 

4- 2,66 

660 

199640 

199640 

0 

0 

760 

233260 

229940 

— 3310 

— 1,42 

860 

256620 

262520 

— 4000 

— 1,66 

960 

265700 

263700 

— 2000 

— 0,76 

1060 

263000 

260600 

— 2500 

— 0,91 

-±^4,43c 

n 




■ W6% 


X-Jy 
n 


- =1,16% 


P V ' « ~ 6,0847 z 3 + 107,4 a 8 - 279,64 x + 778,3. 
Fy ißt mit 100 zu multiplizieren. 


1 Mg » Mikroorganismengehalt 


Optimuragrenzen : 30— 36° Bt 
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Algen. 
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Tabelle VIII. 


X 

R- 

Werte 

, Empirische 
j Kurve • y 

Berechnete 
Kurve v ' 


100 J'f/ 

= J'y 

y 


1 

1,6 

50 

250 

310000 

1363000 

380000 

1300000 

+ 70000 

— 63000 

+ <22,58 % 

— 4,62 

n 

2 

450 

1420000 

1400000 

— 20000 

— 1,4 


2,5 

3 

650 
850 | 

1010000 

760000 

1080000 

760000 

1 H O A AAA 

+ 70000 

0 

0 

+ 6,36 

0 

1 — ' =3,01% 

i w 

4 

1260 

1760000 

1 760000 

0 



i 

1 

i 


2 ± ■ J ' v = 5,82% j 

l 




i 

1 





Py' = Ö5 .r 8 - 413 r s -f- 956 i — 560. 
Py' - in Zehntausenden. 


Tabelle IX. 


v 


X 

ä- 

Werte 

Empirische 
Kurve // 

i ~ i 

Berechnete 
Kurve // 

! 

J lf -- v u 

100 J >1 

2 

300 

i 1 

1 590 

400 

— 190 

-32.2% 

3 

350 

1000 

1000 j 

0 

0 

4 

| 400 

| 2100 

2460 

+ 360 « 

+ 17.1 

6 

450 

i 4200 

4630 1 

+ 430 1 

} 10.2 

6 

500 

6200 

6570 

-| 370 

4 6,96 

7 

550 

i 8280 

8540 

4 260 

-1 3,14 

8 

| 600 | 

, 9900 

10000 

4- 100 

4 1,01 

9 

650 1 

10180 

10600 

4- 420 

4 4,12 


1 

1 



1 

- ± V _ q 22°/ 
n /0 


Py’ = - 5,714 46 z 8 + 94,288 ,r 8 - 302,873 3 + 314,90. 
Die Werte von Py’ sind mit 10 zu multiplizieren. 


- 3,92% 


- 32,2% 


i 

i 


Mg = Mikroorganismengehalt. 


Optimumgrenzet) : 25° Bf 
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f>enitrifizierende Bakterien. 


□ 

ä- 

Werte 

Empirische 
Kurve: y 

Berechnete 
Kurve: y n 

J" y — y°-y 

V 

0,3 

100 

620000 

656000 

— 66000 

-10.4% 

0,4 

160 

900000 

970000 

— 70000 ! 

+ 7,7 

0,6 

200 

1200000 

1280000 

+ 80000 

+ 6,66 

0,6 

260 

1363000 | 

1460000 

+ 97000 1 

+ 7.11 

0,7 

| 300 

1463000 j 

1500000 

I + 47000 

+ 3,23 

0,8 

350 

1487000 

1470000 

1 —17000 

— 1.14 

0,9 

400 

1470000 

1380000 

i —90000 

— 6.12 


i 

i 1 



X± f V = 6,05% 


£+J"y 

- Z — *-=6,17% 

| n 

y ft 

——^= 539 % 


100 lr \ IX »t t ] 

Ey" = ¥ r'-“ 1 + 2 (a - +a 1 >J- 

rt, = 2,2, a 2 — 9, wi = 2,4. 
i£j/' — in Hunderttausenden. 

V-bindende Bakterien 


h 

X 

A- 

Werte 

Krapiriseho i Berechnete 
Kune y Kur\e v' 


100 J"y 

v 

~l 

1 i 

250 

500 

702 

+ 202 

+ 40.4 % 

2 j 

307 

625 

713 

-t 88 

4- 14,0 

3 

! 364 

1250 

1 760 

- 510 

4- 41.6 

4 

! 421 

2880 

3650 

-t- 770 

+ 26.9 

6 

478 

6220 

5900 

- 680 

4- 13,02 

6 

635 

7720 

8Ö00 

i- 280 

+ 3.« 

7 

1 692 

9700 

9400 

— 300 

— 3,09 

8 

660 

10385 

10090 

— 295 

— 2.8 i 

9 

707 

10200 

10150 

— 50 

— 0.49 


i 


1 

1 


“44 _ = 16,21 <> 0 

- " 1 




I 

ioo i r 

Ey" ~ 2 r* 

1/*, w 

(af+a a *)]. 




Uj saa 3,6, 

a 2 = 10, 

m = 2,6. 


£ + J"y 


Mq - Wert * bei 0' = 700. 

und 25% Bf. (60% der JF*), Die Werte von Ey ' sind mit 100 zu multiplizieren. 
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weitergeführt. Der Umstand, daß die Kurven selbst bei dem niedrigsten 
Werte von R mit einem Bakteriengehalt von 2,4 Millionen anfangen, 
beweist uns, wie bereits erwähnt wurde, daß ein großer Teil der Bak- 
terien im Boden sich in Dauerformen, also vorwiegend in Sporenform, 
vorfindet. 

Die Berechnung erfolgte auf Grund von Ä-Werten, von Bt- 
und ^/-Zahlen gebildet, die gemäß den bereits ermittelten Gesetz- 
mäßigkeiten innerhalb des Optimumbereiches von 25° Bt und 25 % 
Bf lagen. Es wurden auf den Abb. 12 und 13 auch die B-Werte 
aufgetragen, die so gebildet wurden, daß wir die Bt um 10 ver- 
größert haben, um sie spater mit den Ergebnissen der Freiland- 
versuche, wo die Werte von Bt, um negative We te zu vermeiden, 
mit 10 vergioßert werden, veigleichen zu können. 

Die Kurve der Bodenpilze 
(Abb. 13 und Tabelle V). 

Bei der Darstellung der Pilzkurve soll gleich vorausgeschickt 
werden, daß, wie anfangs erwähnt u urde, die Optimumgrenzen dieser 



0 100 200 300 ¥00 500 $00 700 

R—+ 

P 1 3 5 791113151719 

! j ! i i ! ! I i i 

0 100 200 300 ¥00 500 600 700 800 900 1000 

R—~ 

Abb 13 Die Kurve des Pilrgehalte« Pg PU/«« halt , K «* Exjw~»nentlalkurve ; p Parabel - 
kurve; En — eingelegte Kurve; a max — Ante-Maximuin, p max «* Post-Maximum, Ä- Werte, 
oben: Bodenfeuchtigkeit x Bodentemperatur, if-Werte, unten Bodenfeuchtigkeit x ( Boden - 

temperatur — 10) 

Mikroorganismen ganz anders liegen wie die der Bodenbakterien. 
Ihre Temperaturgrenze ist die gleiche, die optimale Bf- Grenze liegt 
aber bei 15 % Bf. Da aber diese Mikroorganismen vorwiegend 
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aerober Natur sind, so vertragen sie keine so großen Feuchtig- 
keitsgrade wie die Bodenbakterien, zwischen denen sehr viele 
fakultativ anaerobe Bakterien zu finden sind. Die Darstellung des 
Kurvenverlaufs erfolgt auf die gleiche Weise wie bei den Boden- 
bakterien. Die Richtungskonstanten sind bei beiden Gruppen ziemlich 
ähnlich. Die Lage des Wendepunktes der Parallelkurve liegt bei 60% 
der x-Achse, wobei als Einheit der Achsenanteil des Optimumbereiches 
angenommen wurde. Bei den Bakterien liegt der Wendepunkt unter 
den gleichen Bedingungen bei 68 %. 

Da die Untersuchungsmethodik bei den Bodenpilzen infolge der 
bekannten Fragmentation der Mycelien mit ansehnlichen Fehler- 
quellen belastet ist. so müssen wir unsere Ergebnisse im allgemeinen als 
recht befriedigend betrachten. 

Ktnrc dir Bodcnalgcn , Optimumgrmzen 25° Bt utul 25 ° n Bf 
(Abl>. 14 und Tabelle VI). 

Bei dieser Mikroorganismengruppe müssen wir bei der Auswertung 
der Ergebnisse die Unzulänglichkeit der Untersuchungsmethodik ganz 
besonders berücksichtigen. Trotzdem mußten w T ir nur einen einzigen 
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ft mbtigkelt y Bodcritemperatur. 

Punkt bzw . nur einen einzigen der R- Werte infolge der großen Streuung 
bei der Berechnung der eingelegten Kurve ausschalten. Im übrigen 
künnen wir auch hier \on einer guten Übereinstimmung der Unter- 
suchungsergebnisse sprechen. Die Konstanten der Kurve, besonders 
die der Exponentialgleichung, weichen natürlich von denen der Boden- 

20 * 
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bakterien und der Bodenpilze stark ab. Dies gilt besonders für den 
Wert von m. Der Wendepunkt liegt bei 56 % der Achse des Optimum- 
bereiches. 

Kurven der physiologischen Bakteriengruppen . 

Wir haben auch versucht, den Kurvenverlauf der verschiedenen 
physiologischen Bakter iengruppen auf Grund unserer Untersuchungs- 
ergebnisse darzustellen, müssen aber bemerken, daß für diese Bakterien- 
gruppen eine exakte Darstellung vorläufig noch nicht ohne weiteres 



Abb. 16. Die Kurven der nitrifizierenden ( Nt ) und dcnitrifizicrenden ( Dn ) Bakterien. E «= Ex- 
ponentialkurve ; P *= Parabelkurve ; En = Eingelegte Kurve ; 

R a= Bodenfeuchtigkeit x Bodentemperatur. 

möglich ist. Die einzelnen Stufen der Verdünnungen sind nämlich bei 
den nitrifizierenden und stickst off binden den Bakterien durch recht 
große Intervalle getrennt, die durch Einschaltung von Zwischenstufen 
nicht hinreichend verbunden werden können. Aus dem Grunde ist 
daher die mathematisch-analytische Behandlung vorläufig noch mit 
gewissen Schwierigkeiten verbunden. 

Wir besprechen zunächst die Kurve der nitrifizierenden und de - 
nitrifizierenden Bakterien (siehe Abb. 15 und Tabellen VII und VTII). 
Da die antagonistische Natur dieser beiden Gruppen von Mikroorga- 
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nismen uns auf Grund der früheren Untersuchungen bekannt war, so 
haben wir diesmal bei diesen Mikroorganismengruppen den Verlauf 
ihrer Kurven vergleichend dargestellt. Die Abbildung beweist recht 
eindringlich, daß diese Mikroorganismengruppen auch in der analyti- 
schen Darstellung ihr antagonistisches Verhalten merklich zum Aus- 
druck bringen. Die nitrifiziercnden Bakterien haben ein ausgesprochenes 
Optimumgebiet. Ihre Grenzen liegen nach unseren Versuchen und bei 
der von uns angewendeten Bodengattung bei 35° C und 30 % Boden- 
feuchtigkeit. Der Verlauf ihrer Kurve konnte am zweckmäßigsten 



Abb. 16. Plc Kurve der atickst off bindenden (Nb) Bakterien. E *- Exponeutialkui ve, m unteren 
Reihen l’arabelkun e ; 7* - Parabel Kurve, in unteren Reihen Exponentialkurve, En — ein* 
gelegte Kurve; a nm\ *=- Ante-Maximum; p max = Post-Maximum , 7? — Bodentemperatur 

x Bodenfeuchtigkeit 


durch eine Parabelgleichung dritter Ordnung ausgedrückt und dar- 
gestellt werden. Den auf steigenden Ast haben wir auch durch eine 
Exponentialgleichung charakterisieren können. Dasselbe wie für die 
nitrifiziercnden gilt auch für die denitrifizierenden Bakterien. 

Die Kurve der stickstof (bindenden Bakterien (siehe Abb. 6 und 
Tabelle IX). Das Aufsteigen der Kurve erfolgt erst bei den B -Werten 
zwischen 200 bis 300. Die übrigen Werte liegen an einer Geraden, die 
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beinahe parallel mit der a:- Achse verläuft. Dementsprechend konnten 
wir die Parabelgleichung und die Exponentialgleichung nur für einen 
Bereich der R -Werte verwenden, der zwischen 250 und 700 liegt. Der 
Wendepunkt befindet sich bei 61 % der x- Achse des Optimalbereiches 
(Optimumgrenzen 25° Bt und 25% Bf). 

Die Untersuchungsergebnisse bei den cellulosezersetzenden Bak- 
terien waren für die mathematische Behandlung nicht geeignet. Ein 
weiterer Fortschritt auf diesem Gebiete könnte nur durch den weiteren 
Ausbau und durch die Verfeinerung der Untersuchungsmethoden erzielt 
werden. 

Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Der Zweck der vorliegenden Untersuchungen war, die exakten und 
quantitativen Grundlagen der Einwirkung der Bodentemperatur (Bt) 
und Bodenfeuchtigkeit (Bf) auf die Lebenstätigkeit der pflanzlichen 
Mikroorganismen des Bodens, Bodenbakterien, mikroskopische Boden- 
pilze und Bodenalgen zu erfassen. Sie haben zu folgenden Ergebnissen 
geführt : 

1 . Die Bodentemperatur und der Wassergehalt des Bodens sind 
untrennbare und sich auch im gegenseitigen Sinne beeinflussende 
komplexe Biofaktoren des Bodenlebens, deren Wirkung am besten 
durch ein Produkt charakterisiert werden kann, das durch Multi- 
plikation der numerischen Werte der beiden Komponenten gebildet 
wird. Dieses Produkt bezeichnen wir als den Faktoren komplex ,, R “. 

2. Dieser Faktorenkomplex ist ein im mathematischen und analyti- 
schen Sinne streng begrenzter Begriff, dessen Lage im Raumkoordinaten- 
system durch die Schnittpunkte der x - und y - bzw\ der Bt- und Bf - 
Koordinaten bestimmt wird. 

3. Die den einzelnen tf-Werten zugehörenden Mikroorganismen- 
zahlen (Mg) werden dementsprechend in dem Raumkoordinatensystem 
durch die Schnittpunkte der Raumkurven der zu den einzelnen Bt - 
und Bf- Werten gehörenden A7gr-Zahlen derart bestimmt, daß sie auch 
räumlich mit den in Punkt 2 besprochenen 7?-Werten korrespondieren. 

4. Die verschiedenen Gruppen der pflanzlichen Mikroorganismen 
des Bodens besitzen ihre optimalen Bt- und Bf- bzw. R -Grenzen, bei 
denen sie ihre höchste quantitative Entwicklung erreichen. Diese 
Bt- und #/-ZahIen und die zugehörigen Mg- Werte stellen die Kardinal- 
werte der Lebenstätigkeit der Bodenmikroorganismen dar. 

5. Der Weg der Kurve, die die zu dem niedrigsten lü-Wert gehörende 
Mg- Zahl mit dem höchsten Mg -Wert verbindet, wird durch solche 
R -Werte bestimmt, die ausschließlich aus Bt- und ^/-Zahlen gebildet 
werden, die auf oder innerhalb der Optimumgrenze liegen. Verlauf und 
Lage dieser Kurve ist daher mathematisch und analytisch ebenfalls 
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unzweideutig festgelegt. Diese Kurve bezeichnen wir als die optimale 
Kurve der Lebenstätigkeit der Mikroorganismen. 

6. Der absteigende Ast der Kurve, die über das Optimum zu dem 
niedrigsten Mg- Wert führt, wird durch R - Werte bestimmt, die aus- 
schließlich durch überoptimale Bt - und Bf -Werte gebildet werden. 

7. Der physiologische Wirkungswert des B- Faktors ist von der 
hemmenden oder fördernden Natur seiner Komponenten abhängig. 
B-Werte gleicher numerischer Höhe sind also physiologisch nicht 
gleichwertig. Ihre physiologische Wirkungsweise wird von der Lage 
abhängen, die ihre Komponenten im Verhältnis zu den Optimum- 
grenzen der betreffenden Mikroorganismengruppe einnehmen. 

8. Die Optimumkurven der verschiedenen Gruppen von Mikro- 
organismen können auch im ebenen Koordinatensystem dargestellt 
und berechnet werden. Man kann sie als Parabelfunktion nach der all- 
gemeinen Gleichung y — Ax 3 + Bx 2 + Cx -f D bzw. Mg — AR* + BR 2 
+ CR + D oder als Exponentialgleichungen. 


bzw. 


100 

y 

100 

Mg 


— jma/ * + — [al + a 2 *)J 

-t + y (»* + «2 -Ä )J 


darstellen und berechnen. 

9. Es wurden auch die Optimumgrenzen von Bt und Bf der ver- 
schiedenen Gruppen von Mikroorganismen ermittelt. Der Faktor Bf 
erwies sich als abhängig von den Werten der Wasserkapazitat der ver- 
schiedenen Bodengattungen. Ihre Optimumgrenze liegt ungefähr bei 
66 % der maximalen Wasserkapazitat. Die Optimumgrenze der Bt 
liegt ungefähr bei 25° C. Bezüglich der Einzelheiten verweisen wir auf 
die Tabellen unserer Arbeit (S. 276—281). 
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Blologic&l studies on the organisms of coli-group isolated from 
the intestines of oysters. 

By 

Eiiebi Tanikawa. 

With one figure in the text. 

(Eingegangen am 19. Mai 1937.) 

Raw oysters were consumed from very early times in Japan, and 
the people leamed to etijoy the taste of this shellfish. Recently its 
high nutritive value has been proved by many investigators, and the 
demand for this shellfish well increases. Besides the home market, oysters 
in refrigerated form, find an active market in America and Europe. 

Nevertheless the consumption of this shellfish in raw stage has not 
increased proportionally to the increase of production. One of the causes 
is the remarkable progresses in their culture, particularly the success 
of the “Hanging Method” of oyster culture, which aims at utilizing the 
cubical spaces of the sea and increases the amount of production of this 
shell enormously. But we must mention as one of chief causes the 
prejudice of the consuming public that oysters are always the carriers 
of typhoid germ. (Scientists know that oysters do carry the typhoid 
germ in rare circumstances only.) 

Hence if this prejudice is not broken by proving the independence of 
the typhoid germ and oysters decisively by bacteriological study, success 
of the oyster culturing industry can not be expected. Here the author 
investigated this problem in two stages. Firstly he isolated the organisms 
from the intestines of those oysters, which were cultivated in these 
parts of the sea where contamination with the organisms of coli group 
of human origin was not possibl. Secondly he studied the relationship 
between the organisms of coli group of oyster origin and human origin 
and compared them in their features. 

Herdmann and Boyce (1), Smith (2), Gumming (3) and Toyama (4) 
have mado the bacteriological study of oysters. Among the pathogenic 
organisms they have dealt with only the typhoid hacillus. 

A study of the pathogenic organisms of the human intestines, that are 
often met with those of the intestines of oysters, may prevent the use of 
oysters in raw condition. But if the pathogenic organisms found in the 
intestines of oysters are neither the normal inhabitants of the human 
intestines no r the causative germs of human diseases, the presence of these 
organisms can be safely overlooked. The pathogenic organisms of the human 
intestines have been studied, on several occasions, by several men from the 
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feces, but the study of pathogenic organisms contained in the feces of other 
animals is regretfully seaace. 

Yamaguchi (6) in his study on the organisms of the fecal origin used 
the common domestic animals and birds for the warm blooded animals, and 
fish for the cold blooded animals. Then he made a comparative investigation 
of the organisms from these animals with the coli group organisms of the 
human origin. 

Tmchida (6) worked out the agglutination reaction by acid and 
blood serum of the organisms of coli group that has been isolated from 
fish. Fukuda (7) classified the organisms of coli group that are usually 
found in the intestines of several kinds of fish. Darling (8, 9) studied the 
fermentation of the carbohydrates by the coli group organisms that have 
been isolated from fish. 

Foote (10), Wood (11), Füller (12) proved that the organisms that 
are usually found in the intestines of oysters are those that are commonly 
found in the seafrom which the specimen had beon collected. Houston (13), 
Klein (14), Ferguson (15), Clark (16), Hewlett (17) affirm that the oysters 
that are found in the imiddy waters do not always carry coli group of 
human origin. But Geiger , Ward and Jacobson (18) say that out of the 
150 strains of tho coli group of organisms that they were able to identify 
from the oysters that were purchased from market 8 strains were of 
human origin. The coli group organisms that Akiba (19) isolated from 
oysters resembled more or less to the coli group organisms that have been 
isolated by Yamaguchi (5) from fish. The results of Hindnmn and Goodrich 
(20) were similar to that of Yamaguchi (5), when they studied the orga- 
nisms contained m the stomach of the oysters of the Puget Sound region. 

Sample and method. 

Sample . The three species of oysters (Magaki, Ostrea gigas Thun- 
berg; Itabogaki, Ostrea deselmndlosa Lischka, and Iwagaki, Ostrea circum - 
picta Pilsbry) that are commonly cultivated in Japan were used. 

Itabogaki was obtained from the Futami oyster farm of the Imperial 
Fisheries Experimental Station. Iwagaki was transported from the 
shores of Shirahama, Chiba Prefecture. Magaki was kindly given to 
the author by the experimental Station at Kanazawa Bay. Itabogaki 
and Magaki were the products of cultivation by “Hanging Method”, 
while Iwagaki was collected from the natural beds. Every precaution 
was taken to avoid contamination in the process of removal of the shells 
from beds. The oysters were carefully collected, packed in clean sterilized 
parchment papers and sent to the central laboratory at Tokyo as quickly 
as possible. 

Futami farm where Itabogaki had been collected is situated nearly 
five miles off from the Futami village. Water of this region is known 
clean. The depth of the sea at that place is 12 to 13 fathoms doep 
with sandy bottom. The oysters obtained at Chiba were those that 
grew on the Southern west part of the Chiba Prefecture. The east 
longitude and the north latitude being 133° 53' and 34° 53' respectively. 
The bottom of the ocean w r as rocky and the oysters examined were that 
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naturally grew on thes© rocks. Though the usual depth in which the 
oysters in this region grow is 5 meters, the Shells for the present work 
had been collected from 2 to 3 meters. The farm from which the oysters 
at Kanazawa had been obtained was previously examined by Toyama 
who found no organisms of coli group of human origin. 

Method. The oysters brought to the laboratory were carefully 
unwrapped w ith sterilized instruments. Then the shell was disinfected 
by alcohol, and was gently passed over the bunsen burner without 
cooking the internal contents and the alcohol burned off. Then with 
clean sterilized pincettes and other instruments one valve of the oyster 
was removed. 



" represents cutting line 

— ■*— - Represents the parts from which intestinal contents were 
drl\en out 

The slime from the surface of the mantle was transferred on to 
Endo’s agar by sterilized platinium loop [Round (21)]. The mantle was 
removed with sterilized pincettes, dissected with clean instruments, 
and the contents of anterior part of intestin (see Fig. 1) were removed 
in sterilized Petri’s dishes with sterilized capillary tubes. Lastly from 
the posterior or anal region intestinal contents were collected in the 
same way. 

Escherich (22) States that the organisms of the coli group have the 
characteristics of moderate long rods, well growth on ordinary media, 
gram-negative, gelatine-non-liquefaction, moving with particular motion, 
coagulating the milk media in 1 to 2 days, forming indol and fermenting 
lactose and glucose into gas and acid. 

But the organisms that Escherich has mentioned are the one having 
the typical characteristics of the coli group. The author has not limited 
his object of investigation to the Escherich 1 s typical organisms of the 
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coli group, but investigated all the organisms which reddened the Endo’ 8 
media and wera of similar size or of prettily different size. 

The isolated bacteria are reserved on agar slant for the study. The 
ordinary characteristics of the bacteria, for example morphologv and 
biological properties etc., were studied according to the “Manual of the 
Methods for Pure Culture Study of the Bacteria, Society of American 
Bacteriologists” (23). 

But methylred test and Voges-Proskauer ' s test (24) were investigated 
as follows: 5.0 g of potassium phosphate, 5.0 g of pepton, and 5.0 g of 
glucose were dissolved in 800 ccm of distilled water, then neutralized. 
The solution was heated for 20 minutes and filtered. The filtrate was 
cooled to 20° C and the volume of the filtrate was made up to 1000 ccm 
by adding distilled water. 5.0 ccm of this solution w r as put into a series 
of sterile test tubes and sterilized at 100° C for 20 minutes a day for 
three consecutive days. The media must be surely neutralized, otherwise 
the cloudy substances deposit to the bottom of the test tube. 

After the bacteria are inoculated into several tubes and incubated 
at 37° C for 3 to 5 days, the media were examined as follows: 

1. Methylred test. — Put 5 drops of the methyl red solution (0.1 g 
of methyl red is dissolved in 300 ccm of alcohol, and the solution is 
made to 500 ccm witli distilled water) into the above inoculated media. 
If red colour appeared, then methyl red test is positive. If yellow 
colour appear, then test is negative. 

2. Voges-Proskauer ’ s test. — Add 5 ccm of 10% NaOH solution 
into the above inoculated media and incubated at 37° C for 24 hours. 
If eosin red appear, then the Voges-Proskauer’s test is positive, but 
otherwdse the test is negative. 

Many investigators have applied the fermentation reaction of 
carbohydrates for the Classification of the organisms of coli group. 
Burk (25) employod dextrose, lactose, galactose, fructose, arabinose, 
maitose, mannitol, isodulcitol, sucrose. raffinose, dextrin, inulin and 
glveogen. Segln (26) employed lactose, dextrose, erythritol, maitose, 
dulcitol, galactose, fructose, mannitol and raffinose. Darling (8, 9) 
employed dextrose, lactose, sucrose, inulin, mannitol and salicin. 
Kodama and Suzuki (27), Yamanaka and Tan (28), Furukawa (29) 
employed glycogen, mannitol, sucrose, maitose, lactose, galactose and 
dextrin. 

The author has also employed carbohydrates and polyhydric alcohols 
as many kinds as possible, and observed the fermentation reaction of 
the organisms of the coli group which were isolated from the intestines 
of oysters. 

The carbohydrates and polyhydric alcohols employed by the author 
are as follows: 1. Monosaccharides (fructose, dextrose, galactose, man- 
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nose, xvlose, rhamnose). 2. Disaccharides (lactose, sucrose, maltoso). 
3. Trisaccharides (raffinose). 4. Polysaccharides (glycogen). 5. Trivalent 
alcohol (glycerin). 6. Quadrivalent alcohol (erythritol). 7. Hexavalent 
alcohol (dulcitol). 

The media containing carbohydrates and polyhydric alcohols were 
made as follows : The pepton solution containing one of above mentioned 
carbohydrates and polyhydric alcohols is divided into each Smith' & tube 
and sterilized at 100° C for 30 minutes on each of three consecutive days. 

One loopful of each culture of isolated bacteria was inoculated into 
each of those media and in cubated at 37° C for 24 hours. After incu- 
bating the media, the production of gas was observed. The reaction of 
the media was determined after allowing to stand the inoculated media 
for a week. 

Experimental rcsults. 

In the above experiments, 337 strains of the organisms which 
reddened Endo’s media were obtained from 229 pieces of shellfish. 
Among those organisms 5 strains were colour-producing bacteria , 32 strains 
were Streptococcus and Staphylococcus and 37 strains were spore forminq 
bacteria These bacteria which are far different from the coli group 
organisms have been omitted. The rest of all the isolated bacteria, 
263 strains, were the bacteria which belong to the coli group. 
Those bacteria were classified into the following 16 groups by their 
characteristics of colonies on the Endo’s media and by the size of 
vegetative cells. 


Table I. The groups of isolated bacteria 
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In the above table I the groups of C I to C VIII were isolated from 

the oysters which were 

collected at Chiba Prefecture (natural growthj, 
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the groups of F I to F VIII were isolated from the* oysters which were 
collected at Futami farm and Kanazawa farm (cultured oysters). 

The full characteristics of those groups of bacteria were described 
below. 

Studies on the isolated bacteria. 

Description of the groups of isolated bacteria. 

1. Group C I. 

Rods : 0.5 to 0,6 by 1.0 to 2.0 p, occurring singly. Actively motile, 
possessing peritrichous flagella. Gram -negative. — Spore : None. — Gela- 
tine colonies: Circular, with white yellow ish center, rough, slowly hquefied. — 
Gelatine stab: Napiform liquefaction. — Agar colonies: Yellowish -white, 
raised, rough, moist, homogeneous. — Agar slant: White to yellowish-white, 
moist, spreading, rough. — Broth: Turbid, with white Sediment, produced 
H 2 ‘S gas. — Litmus milk : Rapidly acid with coagulation and peptonized. — 
Potato : Abundant, yellowish -brown to greyish -brown, spreading. — Acid 
and gas are formed in dextrose, lactose, maitose, mannose. Acid only in 
sucrose, galactose, fructose, mannitol, glycogen. No acid or gas is formed 
in xylose, rhamnose, raffino.se, dulcitol, erythrytol. — Indol is slowly for- 
med. — Nitrate is reduced to nitrite. — Ammonia is formed. — Voges- 
Proskauer's test is negative. — Methyl red test is positive. — Aerobic , facul- 
tative. — Opt. temp.: 25°— 28° C. 

2. Group C II. 

Rods : 0.4 to 0.6 by 1.5 p, occurring singly, and in pairs. Motile with 
two to four polar flagella. Gram -negative. — Spore: None. — Gelatine 
colonies : Circular, bluish -white, raised a little, rough, slowly liquefied. 
Gelatine stab: Napiform liquefaction. --- Agar colonies: Wlnte, circular, 
raised, with yellowish white center. — Agar slant: Thin, spreading. — Broth : 
Turbid markedly, with a thin pelliele. H>S gas is formed. - — Litmus milk : 
Acid, coagulated, peptonized. — Acid is formed in dextrose (wntli gas), 
lactose, sucrose, maitose, glycerol, glycogen, fructose, mannitol. No acid is 
formed in dulcitol, raffinose, erythntol, x t \lose, rhamnose. — Indol is not 
formed. — Nitrate is not reduced. — Ammonia is not formed. — Voges- 
Proskauer's lest is negative. — Methyl red test is negative. — Aerobic , 
facultative. — Opt. temp. : 25° — 28° C. 

3. Group C III. 

Rods: 0.6 by 1.0 to 1.8 p occurring singly and in pairs. Motile, with 
peritrichous flagella. Gram -negative. — Spore: None. — Gelatine colonies: 
Circular, raised, rapidly liquefied. — Gelatine stab: Liquefaction. — Agar 
colonies: Whitish-yellow, raised, moist, rough. - - Agar slant: Thin, whitish, 
spreading. — - Broth: Turbid. H 2 S is not formed. — Litmus milk: Acid, 
coagulated. — Potato: Yellowish brown, moist. — Acid is formed in dextrose 
(with gas), lactose (with gas), sucrose, maitose, mannose, fructose, raffinose 
(with gas), galactose, mannitol, glycerol. No acid is formed in glycogen, 
xylose, rhamnose, erythritol. — Indol is not formed. — Nitrate is reduced 
to nitrite. — Ammonia is formed. — Voges-Proskauer’s test is negative. — 
Methyl red test is negative. — Aerobic , facultative. — Opt. temp.: 25° — 28° C. 

4. Group C IV. 

Rods: 0.5 to 0.8 by 1.0 to 1.7 p, occurring singly, and in pairs. Motile, 
with peritrichous flagella. Gram -negative. — Spore: None. — Gelatine 
olonies: Circular, with yellowish center. Liquefaction. — Gelatine stab: 
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Napiform liquefaction. — Agar colonies : Yellowish -white, moist, raised, 
rough. — Agar slant : White to yellowish white, moist, spreading. — Broth : 
Turbid, with Sediment. H 2 S is formed. — Litmus milk : Acid formation 
and coagulation. - — Potato : Scanty. — Acid is formed in dextrose, laetose, 
sucrose, maitose, mannose (with gas), fructose, galactose, mannitol. No 
acid is formed in dnlcitol, glycogen, raffinose, xylose, rhamnose, glycerol, 
erythritol. — Indol is not formed. — Nitrate is not reduced. — Ammonia 
is formed. — V oges-P roskauer' s fest is negative. — Methyl red test is positive. 
— Aerobic , facultative. — Opt. temp. : 25° — 28° C. 

5. Group C V. 

Poda: 0.5 by 1.0 to 1.5 g, occurring singly and in pairs. Actively 
motile. Gram -negative. — Spore : None. — Gelatine colonies : Circular* 
raised, ixmgh, homogeneous, liquefied. — Gelatine stab : Napiform lique- 
faction. — Agar colonies : Yellowish white, circular, moist, raised, glistening, 
entire. — Agar slant: Thick, moist, spreading. - - Broth: Turbid, H 2 S is not 
formed. — Litmus milk: Slightly acid, coagulation and peptonization. — 
Potato: Grows. — Acid is formed in dextrose (with gas), laetose, sucrose 
(with ga^), maltose, glycerol, glycogen, mannose (with gas), fructose (with 
gas), galactose, mannitol, dulcitol and xylose. No acid is formed in rhamnose, 
erythritol. — Indol is formed. — Nitrate is reduced to nitrite. — Ammonia 
is not formed. - - Voges-Proskauer' s test is negative. — Methyl red test is 
positive. • — Aerobic , fakultative. — Opt. temp.: 25° — 28° C. 

6*. Group C VI. 

Rods: 0.6 to 0.7 by 1.1 to 2.0 g, occurring singly. Motile. Gram- 
negative. — Spore: None. — Gelatine colonies: Circular, rapidly liquefied. — 
Gelatine stab: Rapid, stratiform liquefaction. - - Agar colonies: Yellowish 
white, moist, smooth, entire, raised, homogeneous. Agar slant: Yellowish 
white, moist, spreading. -- Broth: Turbid, with white sediment. H 2 S is 
formed. — Litmus milk: Acid formation, coagulation and peptonization. -- 
Potato : Abundant, the medium becomes brown. — Acid is formed in 
dextrose, laetose, maltose (with gas), mannose (with gas), fructose, galactose, 
dulcitol, glycogen, raffinose, xylose, erythritol. — Indol is not formed. — Nitrate 
is reduced to nitrite. — Ammonia is formed. — Voges-Proskauer's test is 
negative. - Methyl red lest is negative. - - Aerobic , facultative. — Opt. 
temp. : 25°- -28° C. 

7. Group C VII. 

Rods: 0.6 to 0.8 by 1.2 to 1.5 g, occurring singly. Actively motile. 
Gram -negative. — Spore: None. • — Gelatine colonies: Circular, with yellowish 
center, spreading, liquefied. — Gelatine stab: Napiform liquefaction. — 
Agar colonies: Yellowish white circular with yellowish center, raised, moist, 
rough, homogeneous. — Agar slant: Thick, moist, spreading. - - Broth: 
Turbid, with white sediment. H 2 S is formed. — Litmus milk: Acid forma- 
tion, coagulation and peptonization. — Potato: Abundant. — Acid is 
formed m dextrose, laetose (with gas), maltose, glycogen, mannose, fructose, 
galactose, mannitol, glycerol, xylose. No acid is formed in sucrose, dulcitol, 
rhamnose, raffinose, erythritol. — Indol is not formed. — - Nitrate is not 
reduced. — Ammonia is not formed. — Voges-Proskauer's test is negative. — 
Methyl red test is negative. — Aerobic, facultative. — Opt. temp.: 25° — 28° C. 

8. Group C VIII. 

Rods: 0.4 to 0.5 by 1.0 to 1.6 g, occurring singly. Non-motile. Gram - 
negative. — Spore: None. — Gelatine colonies: Thick greenish -white, circular, 
opaque, moist, entire, non -liquefaction. — Gelatine stab: Thick, spreading, 
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white, opaque. — Agar colonies : Greenish white, surface growth, circular, 
raised, moist, entire. — Agar slant : Thick greenish white, moist, glistening, 
raised. — Broth: Turbid, with an abundant Sediment. H 2 S is formed. — 
Litmus milk : Acid formation and coagulation. — Potato : Thick greenish 
bröwn, spreading. — Acid is formed in dextrose (with gas), lactose (with 
gas), sucrose, maitose (with gas), galactose, fructose, mannose, glycogen, 
mannitol, raffinose, glycerol. No acid is formed in dulcitol, xylose, rliam- 
nose, erythritol. — Indol is not formed. — Nitrate is reduced to nitrite. — 
Ammonia is formed. — Vogcs- Proskauer's test is negative. — Methyl red 
test is negative. - — Aerobic , facultative. — Opt. temp . : 30° C. 

9. Group F I. 

Pod8: 0.5 to 0.7 by 1.1 to 1.3 g, occurring singly. Actively motile 
possessing peritrichous flagella. Gram -negative. — Spore : None. — Gelatine 
colonie8\ Yellowish white circular, with yellowish center, rough, liquefied. — 
Gelatine stab: Liquefaction. — Agar colonies : Yellowish white, raised, 
rough, moist, homogeneous. — Agar slant: White, moist, spreading, rough. — 
Broth : Turbid, H 2 S is formed. — Litmus milk : Acid formation with coagula- 
tion and peptonization. -- Potato: Abundant, spreading. — Acid and gas 
are formed in dextrose, lactose, sucrose, mannose, acid only formed in 
maitose, fructose, mannitol, glycerol and glvcogen. No acid is formed in 
dulcitol, raffinose, xylose. rhamnose, erythritol. • — Indol is not formed. — 
Nitrate is not reduced. — Ammonia is formed. — V oges-Proskauer' s test 
is negative. — Methyl red test is positive. — Aerobic, facultative. — Opt, 
temp. : 25°— 28° C. 

10. Group F II. 

Bods: 0.5 to 0.6 by 1.2 to 1.5 fx. occurring singly. Actively motile. 
Gram -negative. - - Spore: None. — Gelatine colonies: Large bluish white, 
rough, moist, liquefaction. Gelatine stab: Crateriform liquefaction. — 
Agar colonies: Yellowish white, raised, moist, thick homogeneous. — Agar 
slant: Thick, grassy, spreading. — Broth : Turbid, H 2 S is formed. — Litmus 
milk: Acid, coagulated and peptomzed. — Potato: Abundant, yellowish 
brown, moist. — And is formell m dextrose, lactose, sucrose, maitose, 
glycogen, mannose (with gas), fructose, galactose (w T ith gas), mannitol (with 
gas). No acid is formed m dulcitol, raffinose, xylose, rhamnose, glycerol, 
erythritol. — Indol is formed. — Nitrate is not reduced. — Ammonia is 
not formed. -- Vogcs- P roskauer* s test is negative. - — Methyl red test is nega- 
tive. - - Aerobic, facultative. — Opt. temp.: 25° — 28° C. 

11. Group F 111. 

Bods: 0.4 to 0.6 by 1.2 to 1.4 jx, occurring singly. Motile. Gram- 
negative. — Spore: None. — Gelatine colonies: Small, circular, gray, stipped, 
liquefied. - — Gelatine stab: Crateriform liquefaction. — Agar colonies: 
Whitish, small, slightly raised, moist. — Agar slant: Tliin, whitish, spread- 
ing. — Broth: Turbid, with sediment, H 2 S is formed. — Litmus milk: Acid, 
coagulated, peptomzed. - - Potato: Grows. -- Acid is formed in dextrose 
(with gas), lactose, sucrose (with gas), mannose (with gas), maitose (with 
gas), fructose, galactose, mannitol, glycerol, dulcitol, raffinose. No acid is 
formed in glycogen, xylose, rhamnose, erythritol. — Indol is not formed. — 
Nitrate is not reduced. — Ammonia is not formed. — Voges-P roskauer' s 
test is negative. — Methyl red test is negative. -- Aerobic, facultative. — 
Opt . temp. : 25°— 28° C. 

12. Group F IV. 

Bods: 0.5 to 0.6 by 1.0 to 1.8 [x, occurring singly and m pairs. Actively 
motile. Gram -negative. — Spore: None. Gelatine colonies: Bluish white. 
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circular, slightly raised, rough, liquefied. — Gelatinestab : Craterif orm 
liquefaction. — Agar colonies : Light yellowish white, circular, with yellowish 
center, rough, small dotted. — Agar slant: Moist, spreading, rough. — Broth : 
Turbid, H 2 S is formed. — Litmus milk: Acid, coagulated. — Potato : Yellow- 
ish brown, creasy, slightly raised. — Acid is formed in dextrose (with gas), 
laetose, sucrose, maitose (with gas), mannose, fructose, galactose, mannitol, 
glycerol, rhamnose. No acid is formed in dulcitol, glycogen, raffinose, 
xylose, erythritol. — Indol is formed. — Nitrate is not reduced. — Ammonia 
is formed. — Voges-Proskauer's test is negative. — Methyl red lest is posi- 
tive. — Aerobic , facultative. — Opt. temp.: 25° — 28° C. 

13 . Group F V. 

Rods: 0.5 to 0.7 by 1.4 fx, occurring singly. Motile. Gram -negative. — 
Spore : None. — Gelatine colonies : Circular, flat, whitish to bluish, rough. — 
Gelatine stab : Slowly, stratiform liquefaction. — Agar colonies : Circular, or 
irregulär, moist, raised, slightly, rough. — Agar slant: Bluish white, smooth, 
glistening. — Broth: Turbid, with sediment. H 2 S is formed. — Litmus milk: 
Acid with coagulation. — Potato: Abundant, dirty white growth. — Acid 
is formed in dextrose (with gas), laetose, sucrose (with gas), mannitol, 
maitose (with gas), mannose, fructose, glycerol. No acid is formed in dulcitol, 
glycogen, raffinose, galactose, rhamnose, erythritol. — Indol is not formed. — 
Nitrate is reduced to nitrite. — Ammonia is formed. — V oges-P roskauer' s 
test is negative. — Methyl red test is positive. — Aerobic, facultative. — Opt . 
temp,: 2ö°-~28° C. 

14. Group F VI. 

Rods: 0.7 to 0.9 by 1.2 to 2.0 (x, occurring singly and in pairs. Motile. 
Gram -negative. — Spore : None. — Gelatine colonies : Circular, bluish white, 
granulär, liquefied. — Gelatine stab : Crateriform liquefaction. — Agar 
colonies : Thick, circular, yellowish white, raised, granulär, moist. — Agar 
slant: Thick, spreading, rough. — Broth: Turbid rapidly, with sediment. 
H 2 S is formed. — Litmus milk: Acid, coagulated, not peptonized. — Potato: 
Grows. — Acid is formed in dextrose, laetose, mannose (with gas), fructose, 
galactose, mannitol, glycerol. No acid is formed in sucrose, maitose, dulcitol, 
glycogen, raffinose, xylose, rhamnose, erythritol. — Indol is not formed. — 
Nitrate is reduced to nitrite. — Ammonia is formed. — V oges-P roskauer* s 
test is negative. — Methyl red test is negative. — Aerobic, facultative. — Opt. 
temp. : 25°— 28° C. 

15. Group F VII. 

Rods : 0.4 to 0.5 by 1.0 to 1.5 [x, occurring singly. Slightly motile. Gram- 
negative. — Spore: None. — Gelatine colonies: Small, circular, gray, stipped, 
liquefied. — Gelatine stab: Crateriform liquefaction. — Agar colonies: Yello- 
wish white, moist, small circular, entire. — Agar slant: Yellowish white, 
moist. — Broth: Turbid, with sediment. — Litmus milk: Acid, with coagula- 
tion. — Pötato: Grows well. — Acid is formed in dextrose (with gas), laetose, 
maitose (with gas), mannose (with gas), fructose, galactose, glycerol, xylose. 
No acid is formed in sucrose, dulcitol, glycogen, raffinose, rhamnose, ery- 
thritol. — Indol is not formed. — Nitrate is not reduced. — Ammonia is 
not formed. — V oges-Proskauer* s test is negative. — Methyl red test is posi- 
tive. — Aerobic , facultative. — Opt. temp. : 25° — 28° C. 

16. Group F VIII. 

Rode: 0.6 to 0.7 by 1.0 to 1.8 fx, occurring singly and in pairs. Slightly 
motile. Gram -negative. — Spore: None. — Gelatine colonies : Bluish-white, 
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circular, opaque, moist, entire, slightly raised. No liquefaction. — Gelatine 
stab: Thick, spreading, opaque. — Agar colonies : Grayish white, circular, 
faintly shining, 8mooth, entire. — Agar slant : Thick, faintly shining, spread- 
ing. — Broth : Turbid, with slight Sediment. — H 2 S is formed. — Litmus 
milk: Acid, with coagulation. No peptonization. — Potato : Yellowish 
brown, slightly raised, moist. * — Acid is formed in dextrose (with gas), 
galactose, lactose (with gas), sucrose, maitose (with gas), mannose, fructose 
(with gas), mannitol, glycerol, raffinose. No acid is formed in dulcitol, 
glycogen, xylose, rhamnose, erythritol. — Indol is not formed. — Nitrate 
is reduced to nitrite. — Ammonia is formed. — V oges - Proskauer* s test is 
positive. — Methyl red test is negative. — Aerobic , facultative. — Opt . temp. : 
30° C. 

General considerations for the characteristics of the groups of the isolated 

bacteria. 

1 . Morphology. lt seems that the organisms of coli group which 
were isolated from the intestines of the oysters are smaller in size than 
those belonging to the coli group of the human origin. Of course, this 
differenoe is not decisive to classify the both. But in the case of the 
organisms of the coli group whieh were isolated from the intestines of 
oysters, the colonies on the agar plate are generally circular, the surround- 
ings of the colonies are light colour and the eenters of the colonies are 
deep yellowish white. On the other hand on the Endo’s media, the 
surroundings of the colonies are light red, and the eenters are deep red. 
It seems that these points are important in the Classification of the 
organisms of coli group of human origin and those of oysters. 

2. Gramstaining . All the bacteria are negative. 

3 . Spore- forming. All the bacteria are non- spore former. 

4 . Gelatine liquefaction. The most of the organisms of the coli 
group which were isolated from the intestines of oysters are able to 
liquefy the gelatine media. But 22 strains out of the isolated bacteria 
which seemed to be B. aerogenes do not liquefy the gelatine media. 

The liquefaction of the gelatine media by the majority of the orga- 
nisms of coli group which were isolated from the intestines of fish has 
been stated by Yamaguchi (5) and Darling (9) as a peculiaritv. 

J. Motility. The majority of the organisms of coli group which 
were isolated from the intestines of the oysters are in more active motion 
than those of human origin. But the organisms which seemed to be 
B. aerogenes are non motile or slightly motive. 

G. Milk media. The majority of the organisms of coli group which 
were isolated from the intestines of the oysters change the milk media 
into acid reaction, and coagulate thern. The coagulation of milk is made 
almost all in 3 days at 28° C, though the velocities of the coagulation are 
different by different species. The peptonization of milk is made by 
bacteria of some strains. 
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7. Indoh formation. The test of indol formation was made by the 
Ehrlich- Böhme’ & method in the “Manual of methods for pure culture 
study of bacteria”. When the test was made after 5 days inoubation, 
formation of indol was not observed in the majority of the cultures, 
but after 2 weeks indol was detected in 40 % of the total cultures. 

8. Nitrate redvction . A half of bacteria of the total strains reduce 
the potassium nitrate to potassium nitrite. The test for nitrate 
reduction was carried out by the methods deseribed in the Eyre’s 
Bacteriological Technique (30) and Takeuchi’ s Bacteriology and Immu- 
nology (31). 

9. Ammonia production. A half of bacteria of the total strains 
produce ammonia. For the test of the production of ammonia, the 
saturated borax solution was added to the incubated cultures, then 
distilled. The distillates were tested by the Nessler’ s reagent. 

10. Voges-Proskauer’s test and Methyl red test. Bacteria of 67 strains 
(about 25 %) out of the total strains are positive for the former test, 
and bacteria of 101 strains (about 38%) out of the total strains are 
positive for the latter. 

11. Acid and gas formation in carbohydrates and polyhydric alcohols. 
The results obtained by the author vere as follows (Table II and III). 
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JST. B.: ( + ) represents acid and gas formation, + represents acid 
formation only, and — represents non -f ermentat lon. 


From fhe above tables, it can be said that the majority of the orga- 
nisms ferments most of the carbohydrates and polyhydric alcohols 
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Table III. 
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except xylose, rhamnose, raffinose, dulcitol and erythritol. Xylose, 
rhamnose, raffinose and dulcitol are in very few cases fermented by 
organisms of certain strains. But erythritol is fermented by none of the 
strains. 

12. Optimum temperature . It is very interesting to know whether 
the organisms of coli group of oysters, cold blooded animal, can grow or 
not in rather high temperatures in which the organisms of human 
origin grow. The literature on the Optimum temperature of the orga- 
nisms of coli group which were isolated from the intestines of the cold 
blooded animals are very few as compared with those of the organisms 
of coli group which were isolated from the human beings or other warm 
blooded animals. According to the report of the Government of For- 
mosa (32) the organisms of coli group which are isolated from the 
intestines of cold blooded animals, such as salmon and eel, can be 
distinguished from those of warm blooded animals by incubating at 
46° C. Y amaguchi stated the organisms of coli group isolated from the 
intestines of the fish could not grow at 50° C, and its Optimum tempe- 
rature was 22° C. 

The organisms of coli group isolated by the present author were 
tested by following method. One loopful of each culture of bacteria was 
inoculated on the agar slant media. These inoeulated media were allowed 
to stand at 4°— 6° C (ice box), 12°— 22°C (room temperature), 28° C, 
32° C, 36° C, and 45° C, for several days. The growing appearences were 
observed by the naked eye. After 24 hours, bacteria of the most of the 
strains were found unable to grow at 45° C, except C VIII and F VIII 
which showed still slight growth. These two strains seemed to be 
B. aerogenes. After 48 hours, the media which were inoculated by the 
organisms except C VIII and F VIII, and incubated at 45° C, were 
removed to the incubator of 28° C. But no growth was any longer 
observed on those media. The growing appearence at 36° C were dis- 
tinctly observed to be inferior to the one at 28° C. After 24 hours, all 
the strains incubated 28° and 32° C, made not difference in their growth, 
but after 48 hours the growth of the strains incubated at 32° C was 
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slightly inferior to those incubated at 28° C. One weeks’ culture at 
room temperatnre and ice box showed the growth nearly equal to the 
24 hours’ culture at 36° C. However, the growing temperature of the 
above C VIII and F VIII were as above mentioned different from the 
other strains, and their Optimum temperature was 32° C. 

The results obtained from the experiments on the growing appe- 
arence at various temperatures were as follows (Table IV). 
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(N. B.: + + -f represenis the abundant growth, + -f represents 

moderate growth, ± represents slight growth and — represents non growth.) 


Nextly the thermal resistance of the bacteria for heat were examined. 
The bacteria which were isolated from the intestines of the oysters were 
able to bear at 60° C for 5 minutes, but were sterilized at 80° C for more 
than one minute. 

Identification of the organisms of Coli group which were isolated from the 
intestines of the oysters . 

From the above mentioned characteristics of the bacteria which 
were isolated from the intestines of the oysters, the author identified 
them from the organisms of coli group of human origin. 

Heretofore, the Classification of the organisms of coli group have 
been done in the following manner. 

1. Classification by the fermenting reaction of carbohydrates. This 
Classification has been employed by many investigators as above 
mentioned and has been said to be possible. But Furukawa (29) investi- 
gated the fermenting reactions of dextrin, sucrose, dextrose, maitose, 
lactose, gaiactose and mannitol for B. coli which was isolated from 
stool, and has reported that it is difficult to identify the organisms of 
coli group by this reaction. 

2 . Classification by the agglutination reaction . There are many 
investigators who used the agglutination reaction for the Classification 
of the organisms of coli group. 

Veldi (33), Wolf (34), Jatta (35), Gyorgy (36), Burk (25), Geisse (37), 
Rothberger ( 38), Kodama and Suzuki (27), Yamanaka and Tan { 28), Furu- 
kawa (29), Adachi(39), Aoki (40), Yaoi (41), Fujiwara ( 42), Yamaguchi (5) 
have investigated the agglutination reaction for the Classification of the 
organisms of coli group , and have reported to be difficult. 
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For example, Burk said that even the same strains of B. coli which 
were isolated from the feces and allowed to stand on the same cultural 
conditions, did not show the same agglutmation reaction. 

3. Classification by complement combination reaction . The Classifica- 
tion by complement reaction was rarely employed in comparison with 
the one by the agglutmation reaction. Altmann (43) and Yamaguchi (5) 
have investigated this method, and found the Classification by this 
reaction impossible. 

Here the author has employed the morphological and biological 
properties and the fermenting reaction of the organisms for their Classi- 
fication. 

The organisms which liquefied the gelatine media were assorted 
from the other, and were named temporarily C type. The organisms 
which did not liquefy the gelatine media were divided into two types, 
A and B by the fermenting reaction for sucrose. The A type was also 
divided into 5 species, A I, A II, A III, A IV and A V respectively, by 
the fermenting reactions of dulcitol, xylose, raffinose, rhamnose and 
the production of indol. The B type was also divided into two species 
of BI and B II. 

The A I among the A type amounted to 98 strains out of the total 
2b3 strains. The organisms of these types seemed to be the represen- 
tatives of coli group which was isolated from the intestines of the oysters. 

Akiba (19) has described in his bacteriological studies on the market 
oysters that the bacteria showing the following characteristics (gelatine- 
liquefaction, non-spore, gram-negative, fermenting- lactose) are B. coli 
of fish origin which were isolated and identified by Yamaguchi (5). 
Geiger , Winnjred , Ward and Jacobson (18) have isolated the organisms 
of coli group which are characterized by gelatine-liquefaction, non-spore, 
gram-negative and fermenting-lactose, and classified them into from 
B. proteus I to B. proteus XII respectively. 

The organisms of coli group which were isolated from the intestines 
of the oysters by the present author seemed to be the organisms of 
coli group of fish origin which were described by Yamaguchi from their 
characteristics of rod*shaped, gelatine-liquefaction, non-spore, gram- 
negative and their properties of fermenting carbohvdrates and poly- 
hydric alcohols. The 0 type resembled to Airobacter aerogenes {Kruse) 
Beijtrinck which has been described on the Berge y ’ s Manual and also 
resembled to B.lactis atrogenes which was described by Akiba or to 
B. aerogems of Geiger et al (18). But the C type differs from the former 
in the grow r th on the milk media, and from the latter in the production 
of indol. 

The present author described the C type as Aerobacter aerogenes 
(Kruse) Beijerinck. 
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Differences between the organisms of Coli group isolated from the Intestines 
of the oyster and those of human origin. 

Between the Coli group of oyster and human origin . 

It is important to identify the organisms of coli group of oyster 
origin from those of human origin as above mentioned. 

The present author inspected the above characteristics of the 
organisms of coli group whicli were isolated from the intestines of the 
oysters and summarized the differences between the both origins, and 
compared them. The results are as follows. 

B. coli communis and B . coli communior which were obtained from 
the Institute of Infectious Diseases, Tokyo, were employed as Controls. 

1. The colonies of the organisms of coli group of oysters origin on 
the Endo’s media are generally light red circular with deep red center. 

2. Actively motile. 

3. Gelatine-liquefaction. 

4. The organisms of coli group of oyster origin hardly ferment 
xylose, rhamnose, raffinose, dulcitol, erythritol, but those of human 
origin ferment xylose, dulcitol, raffinose, rhamnose. 

5. The organisms of coli group of oyster origin hardly produce indol, 
or very slightly if they produce. 

6. The Optimum tempcrature of the coli group of oyster origin is 
25° — 30° C, while that of coli group of the human origin is 37° C. 

Examining these characteristics, 3. and 4. seemed fitted to identify 
the both origins each other. But some of the A and B types of coli 
group isolated from the intestines of the oysters can be scarcely identified 
by the 3. and 4. 

The differences between the Aerobacter aerogenes and the organisms of Coli 
group of human origin. 

Aerobacter aerogenes has the similar characteristics with the 
B. coli communis and B . coli communior of coli group of human origin. 

But MacConlcey (46,47), Rogers , Clark Evans (4$), Clemesha( 49), 

Chen Chong Chen and Rettger (50), Darling (8, 9) stated that these Aero- 
bacter aerogenes are not necessarily found in feces, but rather found 
frequently at the other places. Akiba (19), Geiger , Winnfred , Ward and 
Jacobson (18) also reported that these Aerobacter aerogenes were isolated 
from the oysters. 

Therefore, the author does not consider that the presence of these 
Aerobacter aerogenes means the contamination of human feces. 

Identification of the Aerobacter aerogenes and the coli group of 
human origin each other was studied by Skinner and Murray (51), 
Yamaguchi (5), and was reported that the former produced no indol, 
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was negative for methyl red test and positive for the Voges- Proskauer's 
test, and nearly all strains fermented sucrose and raffinose. 

The present author also found that these differences exist between 
the C type which seemed to be Aerobacter aerogenes and the organisms 
of coli group of human origin. 

Auto-disinfectious action of the oysters.. 

For the purpose of obtaining oysters free from the organisms of 
coli group of human origin, the auto-disinfectious action of the oysters 
are studied by Toyama and Yasuhawa (4) and Hinard (52). The higher 
animals have special intestinal bacteria in their digestive Organs. Those 
bacteria are said to play an important role in digestion of food. [Schotte - 
Utes (53), Metchnikoff (55), Moro (56).] 

From these facts, the author thought that oysters may have ‘also 
the special intestinal bacteria in their digestive Organs, and tried to 
drive off the other kinds of bacteria if they come into the digestive 
organs. 

If the organisms of coli group isolated from the intestines of the 
oysters are special for the digestive organs of the oysters, these bacteria 
may remain unwashed in their intestines, by circulating clear water 
into the digestive organs. If these bacteria are those which have come 
into the organs temporarily from the other matter, these bacteria may 
be woshed out by circulating of clear water. 

Experimentell method. 

The samples for this experiment were also brought from the Futami 
Farm as before. 10 shells each of these oysters were put into the clear 
sea water which has been tested not to be contaminated by the organisms 
of coli group on the Endo’s media. 

The sea water was changed on each of 7 consecutive days, and 
every time the old sea water was tested on the Endo’s media whether 
the organisms of coli group was exereted from the intestines of the 
oysters. Proving that the oysters do not exerete organisms of coli group 
of human origin into the surrounding sea water, these oysters were 
cultured separately in two series of basins, one of which contained a 
bacterial infusion of organisms of coli group isolated from the intestines 
of oysters and the other contained those of human origin. After 24 hours’ 
contamination in these bacterial infusion, the oysters were washed 
through their intestines with sea w ater free from organisms of coli group , 
in order to exerete organisms of coli group which are not speoial to 
oysters. One of those oysters was taken from each series of the basin 
and examined for the organisms of coli group present in the intestines. 
These washing and examination were carried out daily for several days. 
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Experimental results. 

The results of auto-disinfectious action of the oysters in the dear 
sea water are as follows (Table V). 

Table V. 
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•(4 repre^onts the pie^ence of the bact^ria, and — the absence.) 


It A\ill be seen from the above table that the oysters contaminated 
with organisms of coli group of human origin are free from such organisms 
after 6 days’ washing, while the oysters in the sea water containing the 
organisms of coli group of oyster origin contain the organisms in their 
intestines. 

Consequently, if the organisms of coli group of human origin parasite 
temporarily in the oysters, the organisms which are not special to the 
oysters are excreted from their intestines in the course of about a week 
by changing the surrounding sea water at intervaK 

Since the type of C VIII and F VIII, namely C type (Aerobacter 
aerogenes) were also proved to be contained a long time in the intestines 
of the oysters, tliey also seemed to be one of the special types for the 
oysters. 

Frequently it has been said that the organisms of coli group of 
human origin are found in fresh oysters, but it is considered probably 
due to the bad handling of the oysters. With respect to this point, 
Buice , Schested and Diennst (57) reported the very interesting case that 
when treated badly, 8.38% of fresh foods are found contaminated by 
the organisms of coli group of human origin in the 337 times of exa- 
minations. 

It is important to treat clearly oysters, in Order to prevent the 
contamination of those organisms. 

Summary. 

Organisms of coli group which were isolated from intestines of 
oysters taken from clear uncontaminated sea water are studied biologi- 
cally, particularly on the relation with those of human origin. 

1. Organisms of coli group isolated from intestines of oysters 
amounted 16 groups, 263 cultures; they are divided into three species A, 
B and C types. 
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2. A and B types are those known as organisms of coli group of 
fish origin, and possess the following characteristics : rod-shaped, gram- 
negative, non-spore, gelatine-liquefaction, actively-motile, non-fermen- 
tation of xylose, rhamnose, dulcitol, raffinose, erythritol, with an 
Optimum temperature from 25° C to 30° C. 

3. C type corresponds to Aerobacter aerogenes (Kruse) Beijerinck , 
but its presence in the intestines of oysters is not considered due to 
contamination of human feces. 

4. Organisms of coli group of fish origin differ from those of human 
origin in the following characteristics: motility; gelatine-liquefaction; 
fermentation of xylose, raffinose, rhamnose, dulcitol and other carbo- 
hydrates and polyhydric alcohols; production of indol; Optimum tem- 
perature. 

5. Aerobacter aerogenes isolated from intestines of oysters is identified 
from organisms of coli group of human origin in its being positive for 
Voges-ProskaueF s test. 

6. From the result of experiment on auto-disinfectious action of 
oysters, organisms of coli group of oysters origin are not considered to 
parasite temporarily in the intestines of oysters. 

7. It is considered that the frequently alledged presence of organisms 
of coli group of human origin in fresh oysters may due to bad handlings 
of material. 

8. The present author was unable to find human-origin coli group 
from oysters wliich were cultivated by the “Hanging Method” in clear 
sea, or cultivated normally in clear sea water, or in those that grow 
naturally in clear sea. 
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(Aus dem Institut für allgemeine Pathologie der Kgl. Universität 
B. Mussolini, Bari, Italien.) 

Über Aktivierung der Coligärung. 

Von 

L. Califano. 

Mit 3 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 24. Mai 1937.) 

In Ringer - Lösung aufgeschwemmte Kulturen von Bacterium coli 
weisen unter anaeroben Bedingungen eine beträchtliche glykolytische 
Kraft auf. Zentrifugiert man dagegen die Bakteriensuspension und 
wäscht den Bakterienrückstand noch zwei- bis dreimal durch weiteres 
Zentrifugieren in Ringer- Lösung, 
so ist die anaerobe Spaltfahigkeit 
beträchtlich vermindert oder ge- 
radezu aufgehoben. Dies laßt ver- 
muten, daß ein zur Spaltung 
unentbehrlicher Stoff in die 
Waschflüssigkeit übergeht. In der 
Tat findet man, daß die Spalt- 
fähigkeit dann wieder erscheint, 
wenn man der Aufschwemmung 
von gewaschenen Bakterien Wasch- 
flüssigkeit ( praktisch bakterien- 
frei!) zusetzt. 

Daraus ist zu entnehmen, daß 
die Zuckerspaltung durch die Bak- 
terienzellen, und zwar durch eine 
ihnen leicht ent zieh bare, aber für 
den Spaltungsvorgang unentbehr- 
liche Substanz bewirkt wird. 

Verschiedene Stoffe, die bei 
anderen glykolytischen Reaktionen 
als Co-Fermente fungieren können, 
wurden auf ihre Wirksamkeit 
geprüft, zuerst Adenvlpyrophos- 
phorsäure, die sich als guter Akti- 
vator der Gärtätigkeit der Coli - 
Bakterien erwies. Bei Zusatz ge- 
ringer Mengen zu einer durch Waschen inaktivierten Suspension 
erhält man das Wiedererscheinen der Spaltfähigkeit, die bei Er- 
höhung der Zusatzkonzentration bis zu einem Maximum ansteigt, um 



Kurve II: dieselben mit Adenyl pyrophos- 
phat (Konz, etwa m/300). Kurve III: ge- 
waschene Bakterien. Kurve IV : dieselben 
mit Adenosin einscbl. C 0 2 -Retention 
(Konz, m/450). 
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dann ohne Rücksicht auf weitere Erhöhung der Zugabe von Adenyl- 
pyrophosphat konstant zu bleiben. 

Auch Adenylsäure ist ein wirksamer Aktivator der Glykolyse, bei 
gleicher Konzentration der Adenylpyrophosphorsäure etwas überlegen. 

Noch besser wirkt Adenosin; seine Aktivierungskraft ist etwa 
doppelt so groß wie die der beiden anderen Verbindungen. 

Als noch weit aktiver stellen sich jedoch Glutathion und Cystein 
heraus. Zusatz kleinster Mengen läßt die inaktiv gemachten Keime 
eine etwa zehnmal so große Spaltstärke erreichen wie mit Adenyl- 
pyrophosphorsäure. Cystein und Glutathion sind einander gleichwertig, 
da das letztgenannte nur durch seinen Cysteinanteil wirksam ist ; Zusatz 



Abb. 2. Kurve J. gewaschene Bakterien. Kuive II dieselben mit Wasch -iftngrcr Kurve III: 
dieselben mit Cystem (Konz, m/6000). Kurve IV* dieselben mit Oystem (Konz, m/60000). 

Kurve V* dieselben mit Wasch-Amper und Cystein (Konz. m/60000j. 

gleicher Mengen von äquimolekularen Lösungen beider Verbindungen 
verleiht der Bakteriensuspension genau die gleiche Spaltfähigkeit. 

Setzt man einer durch Waschen inaktivierten Bakteriensuspension 
nur so wenig vom Wasch-Binger zu, daß die Spaltfähigkeit nicht bis 
zu ihrem Maximum wiederhergestellt wird, fügt aber außerdem ein für 
sich allein untermaximal wirkendes Quantum Cystein zu, so stellt man 
fest, daß der Spaltprozeß sofort sein Intensitätsmaximum erreicht, ganz 
offenbar infolge summierter Wirkung des Cysteins und der aktiven 
Substanzen im Wasch -Ringer. 

Daraus kann entnommen werden, daß die Spaltfähigkeit der 
Coli - Bakterien auf einem an die Zellstruktur gebundenen Fermente und 
auf einem Co-Ferment beruht, das schwächer haftet und in Lösung geht, 
darum herausgewaschen werden kann. Die Größe der durch Cystein und 
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Glutathion bewirkten Aktivierung läßt vermuten, daß die Gruppe 
S—H— S das fragliche Co-Ferment darstellt. Es ist wohl richtig, von 
einem Co-Ferment zu sprechen, nämlich mit Rücksicht auf die ungemein 
geringe Substanzmenge, die zur Entfaltung des Vorganges genügt, und 
weil das einmal erreichte Maximum der Aktivierung durch weiteren 
Zusatz des wirksamen Stoffes nicht mehr überschritten wird. Die 
Eigenschaften der S— H— S- Gruppe könnten aber auch an eine Beein- 
flussung des Reaktionsmilieus im Sinne einer Änderung des Redox- 



Abb 3. Kurve I gewaschene Bakterien. Kurse II dieselben mit Glutathion (Konz, m/600) 
Kurve 111. dieselben mit Glutathion (Konz, m'6000). 

Potentials denken lassen, wie es in vielen anderen Fällen zutrifft. Doch 
liegen Gründe vor, diese Möglichkeit auszuschließen: Einmal machen 
die winzigen Mengen, in denen Glutathion und Cystein wirksam sind, 
einen merklichen Einfluß dieser Art unwahrscheinlich : dann stellte sich 
heraus, daß Ascorbinsäure, die in diesem Sinne hochaktiv ist, auch bei 
Zusatz in beträchtlichen Mengen zur Aktivierung der Zuckerspaltung 
unfähig ist. 

Es muß erwähnt werden, daß zwei Untersuchungen in nächster 
Beziehung zu den hier beobachteten Tatbeständen stehen: Cattaneo 
und Neuberg 1 fanden, daß bei Hexosediphosphat als Substrat Zusatz 
von Glutathion zu sehr beträchtlichen Bakterienmengen, auch zu 
Trockenpräparaten davon, eine Umwandlung der gewöhnlichen Coli- 

1 C. Cattaneo u. C. Neuberq , Biochem. Zeitschr. 272, 441, 1934. 
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Gärung in reine Milchsäuregärung bewirkt, derart, daß beinahe 100 % 
Kohlenhydrat zu Milchsäure gespalten wird. Chaix und Fromageot 1 
zeigten, daß durch Zusatz von Glutathion die Gärtätigkeit von Propion- 
säurebakterien verstärkt wird, und daß Bakterienmengen, die für sich 
allein zum Glucoseabbau ungenügend sind, dadurch hinreichend ge- 
macht werden. 


Experimentelles. 

Je sechs GoZt-Kulturen (gewöhnliches Agar, 24 Stunden, 37°) wurden 
zusammen in 50 ccm Ringer nach Warburg suspendiert. Bei 3000 Touren 
je Minute mußte mindestens 30 Minuten lang zentrifugiert werden, um 
nahezu völlige Sedimentierung zu erhalten. Danach wurden die abzentri- 
fugierten Keime in 100 ccm Ringer suspendiert und von neuem zentrifugiert ; 
dies wurde noch zweimal wiederholt. 

In den Fällen, in denen (las erste Wasch -Ringer zur Aktivierung 
benutzt wurde, wurden die sechs Kulturen m nur 25 ccm Ringer suspendiert. 

Die Bakteriengartmg wurde nach Warburg s Kästchenmethode mano- 
metrisch bestimmt. Die Gefäßo (10 bis 18 ccm) wurden in 37°-Thermostaten 
geschüttelt, Füllgas war N 2 (durch Passieren glühender Kupferspäno von 0 2 
befreit) mit 5% CO >2 . In den Seitenansatz wurden 0,25 ccm Glucoselosung 
eingebracht, deren Konzentiation so bemessen war, daß sich nach Ein- 
kippen in der Gesamtflussigkeit ein Zuckergehalt von m/100 ergab. 

Nach Erreichen des Temperaturausgleichs wurde eingekippt und mit 
den Ablesungen begonnen. Die Druckanderungen wuiden auf C0 2 bezogen, 
die ja tatsächlich den größten Teil des entwickelten Gases ausinacht, sei es 
als unmittelbares Gärungsprodukt, sei es, daß sie infolge Bildung fixer 
Sauren aus dem Bicarbonat der Ringer - Losung in Freiheit gesetzt wird. 
Der daneben gebildete Wasserstoff 2 * * * * * ist bei dieser Berechnung mit ein- 
begriffen. 

Es gelangte Cystemchlorliydrat P fanstiehl und Glutathion der B. D. H. 
zur Verwendung. Die Adenylpyrophosphorsäure wurde als Natriumsalz 
verwendet, das durch Behandlung des Bariumsalzes 8 mit der errechnet en 
Menge Natriumsulfat dargestellt wurde; das ausgefallt e Bariumsulfat wurde 
durch Zentrifugieren entfernt. Das Präparat hatte folgende Eigenschaften: 
Anorganische P 2 0 5 = 0%; 7 Sekunden m n HCl (100°) == 14,5%; Gesamt - 
P 2 0 5 == 22% (Gesamt-P — 9,8 %). Ba-Gehalt 30%. Adenosin (B. D. H.) 
bedingt eine beträchtliche C0 2 - Retention in der Flüssigkeit. Die Retention 
wurde berechnet und ist in den mitgeteilten Werten berücksichtigt. Da» 
Adenylsäure wurde als Na-Salz hergestellt durch Behandlung eines Hefe- 
präparats (Erba) mit der theoretischen Menge Na OH. 

Zusatz von Phosphat steigert die Gärfahigkeit nicht, weder in den 
Versuchern mit Adenosin noch in denen mit Adenylsäure. 


1 P. Chaix u. CI. Fromageot , Bull. Koc. Chim. biol. 18, 1436, 1936. — 

Zusatz bei der Korrektur: In einer sehr interessanten, vor kurzem in ,,En- 

zymologia“ (1, 32, 1937) erschienenen Arbeit berichten Chaix u. Fromageot 

über die aktivierende Wirkung einiger sulf hydrierter und nicht sulfhydrierter 

Substanzen bei der Glykolyse der Propionsäurebakterien. Es wird auch 

dort gefunden, daß durch Zusatz von Waschwasser die Glykolyse be- 

trächtlich aktiviert wird. — 2 Vgl. A. J. Kluyver, Ergehn, d. Enzym- 

forsch. 4, 230, 1935. — 8 Ich danke auch hier den Herren O. Meyerhof 
und K . Lolimann , die mir freundlicherweise das Präparat beschafften. 
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Protokolle I bis III. Wirkung von Adenylpyrophosphorsaure, 
Adenosin und Adenylsäure. 



I 

Adenylpyrophosphor- 
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(Konz, etwa m/300) 

II 

Adenosin 
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2 

3 

4 

5 j 
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1 
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Rinqer- 
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Adenyl pyro- 
phosphorsfture 

1,75 ccm 
Rmger- 
losung 

1,25 ccm 
Ä<nocrlosung 
0,50 ccm 
m/75 Adenosin 

1,75 ccm 
Ringer - 
ldsung 

1,25 ccm 
Rinqerlo&unfz 
0,5 ccm m/75 
Adenylsäure 

1 

I 

1 ccm Aufschwemmung | 
der gewaschenen 
Bakterien 

lccm Aufschwemmung 
der gewaschenen 
Bakterien j 

1 ccm Aufschw emmung 
der gewaschenen 
Bakterien 


Anhang . . . 0,26 ccm Glucoselosung I 1 0,26 ccm Glncoselosung ,, 0,25 ccm Glucoselösung 

| (3,9b mg) ,| (5,9 mg) (6,9 mg) 


60 Min. nach 
Einkippen 
cmm C 0 a 


Ergebnisse vgl. Abb. 1, S. 307 


+ 24 


+ 253,22 


Piotokoll IV. Wirkung von Wasch -Ringer und Cystein auf 
gewaschene Coli - Hakt erien. 

1 2 i 4 1 5 

1 ccm der geraschenen Bakterien 


Hauptraum . 


Anhang . . 


1 75 ccm 
Rmgrr- 
losung 


n 


1,25 ccm 1,05 ccm 

Rmqerlosung frmgerlosung 


1,65 ccm I 1,15 ccm 
iempfrlbsung ßtnperlosung 


0,50 ccm 
Wasch -Ringer 


0,1 ccm 
m/200 C> stein 


0,1 ccm | 0,50 ccm 

m/2000 Cystein Wasch-ie inger 

0,1 ccm 

m/2000 Cj stein 


0,25 ccm Glucoselosung (5,9 mg) 


60 Mm. nach i 

Einkippen > Ergebnisse siehe Abb. 2, 8. 308 

cmm C (>2 ) 


Piotokoll V. Wu kung von Glutathion und Cystein 
(s. auch Abb. 3, S. 309). 
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0,1 ccm 
m 20 Gluta- 
thion 
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/?m</crlosung 
0,1 ccm ] 

m/200 Gluta- 1 
thion 

1,65 ccm 
Ringerlosung 

1 0,1 ccm 

m/20 Cystein 

i 

1,65 ccm 
ßmfirerlosung 
0,1 ccm 
m/200 Cystein 

Anhang . . . 


0,25 ccm Glucoselbsung (5,9 mg) 


60 Mm. nach f 
Einkippen j 
cmm C0 ä <| 

j+49,17 

+ 617,76 

+ 564,20 

+ 614,13 

+ 576,08 


(Aus dem Ozean ograph. Institut Split und dem Botanischen 
Institut Zagreb.) 

Über den Formenkreis von Beggiatoa mirabilis. 

Von 

Z. Klas. 

Mit 5 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 27. Mai 1937.) 

In Fortsetzung meiner Studien über die Schwefelflora im Hafen 
von Split 1 ( Jugoslavien) gelang es mir, Ende Februar 1937 unter anderen 
auch ein reiches Beggiatoen- Lager zu entdecken. Außer Beggiatoa alba y 
B. leptomitiformis und B. arachnoidea war in dem Material auch Beggi- 
atoa mirabilis reichlich vertreten. Nach dem bisher bekannten ist dies 
der erste Fund von Beggiatoa mirabilis für das Adriatische Meer und die 
Flora Jugoslaviens. 

Was die nähere Beschreibung des Standortes sowie der ökologischen 
Verhältnisse anbelangt, verweise ich auf meine demnächst erscheinende 
Oesamtdarstellung der Schwefelflora von Split. Hier sollen nur einige 
die Systematik der Beggiatoen und speziell der Art B. mirabilis Cohn 
betreffende Beobachtungen und Erwägungen mitgeteilt werden. 

Als ich das gesammelte frische Material von B . mirabilis , das einem 
einzigen Standort entstammte (Mündung einer Schwefelquelle), unter- 
suchte, fiel mir auf, daß sich darin zwei durch verschiedene Breite der 
Fäden mit Leichtigkeit zu unterscheidende Gruppen von Organismen 
vorfanden. Obwohl die Breite aller Fäden den im Bavendamm sehen 
System für die Art Beggiatoa mirabilis Cohn angegebenen Maßen ent- 
sprach, erschien es mir doch eigentümlich, daß ich zwar, wie innerhalb 
der Gruppe der schmäleren, so auch in der Gruppe der breiteren Fäden 
gewisse Variationen der Breite beobachten konnte, aber keine Übergänge 
zwischen den beiden. Ich entschloß mich daher zu eingehenderer Unter- 
suchung teils an lebendem, teils an in Perenyi- Gemisch fixiertem 
Material. Zugleich fahndete ich, wie nach der Originaldiagnose Cohn s, 
so auch nach allen bisher erschienenen Angaben über Beggiatoa mirabilis. 

Um mittels hinreichend zahlreicher Messungen die Breite der Fäden 
zu ermitteln, führte ich von jeder Gruppe, der schmalen wie auch der 
breiten, je 100 Messungen der Breite durch, zugleich aber auch — da 
ich den Eindruck bekam, daß sich bei den schmalfädigen Beggiatoen 

1 Z . Klas , Arch. f. Protistenkde. 88, 121 ff., 1936; Sitzungsber. d. Akad. d. 
Wiss. in Wien, Math.-naturwiss. Kl., Abt, I, 145, 309 ff., 1936. 
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die Höhe der Zellen anders zu ihrer Breite verhält als bei den breit- 
fädigen — ebensoviele Messungen der Länge bzw. Höhe der Zellen 
und bestimmte rechnerisch dieses Verhältnis. 

ln den Abb. 1 bis 3 sind die Ergebnisse der Messungen graphisch 
dargestellt. Wie erwähnt, wurden von jeder Gruppe je 100 Messungen 
vorgenommen. Eine noch größere Anzahl von Messungen, etwa je 500, 
möchte vielleicht die kleineren Unregelmäßigkeiten der Kurven (Abb. 1, 
Abfall bei 18,1 und 34,6 p.) beheben und zu strenger Eingipfligkeit 
beider Kurven fuhren. Immerhin ist auch aus den vorliegenden Kurven 
klar ersichtlich, daß der Eindruck, den schon die Durchsicht der ersten 
Probe hervorrief, vollkommen richtig war, daß nämlich im Untersuchungs- 
material tatsächlich zwei Gruppen von Organismen vertreten waren, deren 



Abb 1. Varint ionskun on der ZolU*nbreiton, — ■ ■■■■ \<m Jiegguttoa nnrafnlis (Cohn) Kla*> ——von 

lieggiatoa gnjantea Klas. 

Breite innerhalb gewisser Grenzen variierte, die sieh aber voneinander 
streng unterschieden. An die breitesten Faden der ersten (schmalfadigen) 
Gruppe schließen sich nicht etwa unmittelbar die schmälsten Faden der 
zweiten (breit fad igen) Gruppe an, sondern die Kurve bricht nach der 
letzten Senkung ab und greift nicht in die zweite Kurve über. Auch 
der Umstand, daß die häufigsten Breitenwerte der ersten bei 16.5 bis 
10,8 [jl, die der zweiten dagegen bei 33 bis 36,2 p. liegen, spricht für die 
Selbständigkeit beider Organismengruppen. 

Die Hohe der Zellen ist, wie ich glaube, bei den fadenbildenden 
Schwefelbakterien nur mit äußerster Vorsicht als diagnostisches Merkmal 
zu verwenden, ähnlich wie bei den ( yanophveeen. Je nachdem man 
kurz vor der Teilung stehende oder eben geteilte Zellen mißt, wdrd sie 
großer bzw. kleiner ausfallen. Darauf weist auch der Umstand hin, daß 
in so manchen Diagnosen Bestimmungen, wie etwa ,,4 bis 8 p, hoch“ 
Vorkommen, also gerade eine Verdoppelung. Um diese Fehlerquelle 
bei den Messungen der Zellenhöhe der untersuchten Organismen zu 

Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. oo 
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vermindern, habe ich bei den beiden Organismengruppen alle verkom- 
mende Höhenwerte statistisch verarbeitet. Die Ergebnisse stellt Abb. 2 
dar. Wie ersichtlich, sind die absoluten Maße der Höhe der Zellen der 
beiden Gruppen annähernd gleich und liegen zwischen 5 bis 13 \ x. 

Vergleicht man aber bei beiden Gruppen das Verhältnis der Höhe 
und der Breite der Zellen, so ergibt sich ein Bild, wie es untenstehende 
Abb. 3 einerseits für die schmalfädigen und andererseits für die 
breitfädigen Organismen veranschaulicht. Das graphische Bild wurdo 
auf Grund der errechneten Quotienten Zellenbreite/Zellenhöhe von 



Abb. 2. Variatioiwkurven der Zellenhoheu, Abb. 3. Variationskurvon der <*rrechneten 
— ■ " ■■ von B. mirabilis (Cohn) Klag, Quotienten ZeUenbrcite : Zellenhohe, 

— —— von B. yigantea Rias. — von B . mirabilis (Cohn) Rias, 

— — — von B. yigantea Rias. 


Die durch gef ührten Messungen und Berechnungen ergaben folgendes : 

1. Im untersuchten Material aus Split waren zwei Formen von 
Beggiatoa vertreten, eine schmälere und eine breitere, zwischen denen 
keine Übergänge festzu stellen waren. 

2. Die Breite der Fäden der schmalfädigen Gruppe variierte von 
14,8 bis 21,4 fx. Als Durchschnittswert wurde 18,4 p. errechnet. 

3. Die Breite der Fäden der zweiten Gruppe von Organismen 
(breitfädige) variierte von 26,4 bis 49,2 |x, und als Durchschnittswert 
ergab sich 34,4 jx. 

4. Die Höhe der Zellen der ersten und zweiten Gruppe von Orga- 
nismen war annähernd gleich. Bei den schmalfädigen Organismen 
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variierte sie von 4,9 bis 13,2 p, (Durchschnittswert 8,43 p), und bei den 
breitfädigen ebenso (Durchschnittswert 8,53 p). 

5. Während die absoluten Maße der Höhe der Zellen bei beiden 
Gruppen keine wesentliche Unterschiede aufwiesen, ist das Verhältnis 
der Höhe der Zellen zu ihrer Breite bei beiden Gruppen recht ver- 
schieden; bei der schmalfädigen Gruppe ist es durchschnittlich 1 : 2,3, 
bei der breitfädigen dagegen 1 : 4,11. Bei den schmalfädigen Formen 
sind die Zellen doppelt, bei den breitfädigen Formen viermal so breit 
wie hoch. 

Bevor wir diese Ergebnisse systematisch verwerten, wollen wir 
sehen, wie es überhaupt mit der systematischen Einteilung der Beggia- 
toen bestellt ist. 

Bekanntlich beiuhte die systematische Einteilung der Schwefel- 
bakterien, und insbesondere der fadenförmigen Beggiatoaceen, auf der 
Menge, Große und Lagerung der Schwefeleinschlüsse sowie auf den Großen- 
bzw. Breitenverhaltnissen der Faden. Nachdem aber Winogradsky nach- 
gewieson hat, daß dem ersten Merkmal kein systematischer Wert zukommt, 
da es durch Standort «Verhältnisse bzw. durch reichere oder spärlichere 
Zufuhr von H 2 S und O bedingt wird, blieb als einziges Unterscheidungs- 
merkmal der Arten die Breite der Kaden übrig. Aber schon Winogradsky 
betonte, daß damit keineswegs die Bestimmung der Arten erleichtert wird, 
da man „eine ganze Reihe von , Übergangsformen 4 findet, d. h. Formen, 
welche bezüglich ihrer Fadendicke der einen oder der anderen mit Spezies- 
namen belegten Form sich nähern oder genau m der Mitte zwischen den- 
selben stehen“. Den sich aufdrangenden Schluß, daß alle Formen in den 
Entwicklungskreis nur einer Art gehören, halt Winogradsky auf Grund 
seiner Beobachtungen fiir unrichtig und schlagt vor, „sämtliche Formen in 
Gruppen zusammenzufassen, deien Fadendicke sich zwischen bestimmten 
Grenzen bewegt, und diese Gruppen mit Sjieziesnamen zu belegen.“ Wino- 
gradsky stellte eine Anzahl von Arten auf, deren Breiten aneinander an- 
schlossen, und betonte, daß diese Einteilung auf Konvomenz beruht. 

Winogradsky arbeitete nur mit schmalfädigen Beggiatoen und seine 
Erwägungen und Vorschläge beziehen sich nur auf diese, berühren dagegen 
wieder B. arachnoidea noch B. mirabilis. Wenn ich doch seine Ausfuhrungen 
hier eingehender dargestellt habe, so geschah dies nicht nur deshalb, weil 
sie am besten die Problematik des Artenhegriffes im System der Schw r efel- 
baktoiien erkennen lassen, sondern auch, weil andere Autoren seinem Beispiel 
gefolgt sind und seine Betrachtungsweise auf B. arachnoidea und B . mim- 
bilis ausgedehnt haben. So finden w T ir bei Hinze (1902, S. 194) folgende 

Satze: Von der dünnsten B. minima finden sich bis zur dicksten 

B. mirabilis die verschiedensten Maße, und doch ist die Dicke für jeden 
Faden konstant, wie Wmogradsky zu beweisen gesucht hat. — Es ergibt 
sich hieraus, daß die Klassifikation der Beggiatoaceennurauf konventionellen 
Prinzipien beruhen kann. Von welcher unteren Grenze an man einen 
Faden zu B. mirabilis rechnen soll, läßt sich auch wieder nur nach Überein- 
kunft bestimmen, da sich die Übergange zu B. arachnoidea in mannig- 
faltigster Zahl finden . . .“ Auch Bavendamm (S. 105) äußert sich in einer 
Anmerkung zu B. alba im gleichen Sinne: „Da überall Übergänge Vor- 
kommen, empfiehlt es sich, wie es auch Hinze und Koppe getan haben, die 
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Zahlen für die Dicke der Faden aneinander anzuschließen, d. h. hier z. B» 
statt wie sonst 2,5 bis 4 jx, 2,5 biR 5 jx zu schreiben, damit der Anschluß an 
die 5 bis 14 jx dicke B. arachnoidea erreicht wird.“ 

Gleichgültig, ob man es für erlaubt hält, Arten nach einem rein 
konventionellem Übereinkommen zu begrenzen, oder nicht, kann ich es 
doch keinesfalls für erlaubt halten, die feststehende Diagnose einer Art, 
soweit es sich um die angegebenen Größenmerkmale handelt, voll- 
ständig zu verändern und dabei doch, wie den ursprünglichen Arten- 
namen, so auch den Namen seines Autors unverändert beizubehalten. 
Was für eine Verwirrung dadurch entstehen kann und schließlich auch 
entstehen muß, zeigt am besten der Fall Beggiatoa mirabilis. 

Die ursprüngliche Originaldmgnose Colin* (8. 81/82) lautet: ,, Bcggmtoa 
(Oscillaria) mirabilis Cohn , filamentis intricatis, mobilibus, contiactilibus, 
flexillimis, evagmatis, apice torundatis, ecoloribus, Vist/” (0,015 mm) 
crassis, lineas plures longis; cellulae (articuli) singulae diametro fere dimidio 
breviores, membrana tenerrima, gramihs hyalinis nigricantilms 
crassis confertae. Algas et lapides strato mucoso araclmoideo mveo mduit, 
acidum hydrothionicum exlialat. In Aquario manno Wratislaviensi vere 
1865.“ 

Beim Vergleich dieser Originaldmgnose Cohn s mit spateren Diagnosen 
und Beschreibungen der „ Bcggmtoa mirabilis Cohn l \ findet man, daß sich 
nur einige Autoren streng an die Cohn sehe Definition halten und als B. mira- 
bilis Cohn nur die 16 jx breite Form bezeichnen, wahrend andere, teils auf 
Grund eigener Untersuchungen, teils wich an Bestimmungen anderer Autoren 
haltend, den Begriff der Art weitgehend verändern. Nicht nur winden 
Maximaibreitenwerte eingefiihrt, die fast um das Vierfache den von Cohn 
angegebenen Wert übertreffen, sondern es wird sogar als geringster Breiten - 
wert, als untere Grenze, eine Zahl angegeben, die schon oberhalb der Cohn- 
schen Breitebestimmung hegt. Es geben als Breite der ,, Beggiatoa mira- 
bilis Cohn “ an: Cohn (1855) 15 jx, Warnung (1875) 20 bis 40 jx, Engler 
(1884) 20 bis 30 jx, Kolkwitz (1897) 30 bis 38 [x, Migula (1900) 15 jx, M assart 
(1902) 15 (x, Hinze (1902) 20 bis 45(55) p, Kolkwitz (1918) 30 bis 42 jx, 
Bavendamm (1924) 15 bis 45 jx, Berge y et al. (1930) 15 jx, Ellis (1932) 15 
bis 45 g. 

Ähnlich wird der B. arachnoidea , der zweitgrößten in Systemen auf- 
gefuhrten Beggiatoa , von Agardh emo Breite von 5 bis 5,5 jx zugeschrieben 
und ebenso von Rabenhorst (8. 94), Mignla (11, 8. 1041) und Hansgirg 
(II, 8. 186); Engler (8. 189) gibt eine Breite von 5 bis 8 jx an; im Baven - 
dammschen System (S. 104) wird die Breite sogar auf 5 bis 14 jx erhöht. 
Ellis (8. 105) gibt in seinem System wieder nur einen Breitenwert von 
5 bis 6 |x an. Alle Organismen aber, die von 5 bis 6 jx Breite ebenso wie die 
als 5 bis 14 jx breit vermerkten, tragen den Namen ,, Beggiatoa arachnoidea 
(Agardh) Rabenhorst Immerhin ist es hier doch nicht so weit gekommen 
wie bei B. mirabilis , bei der Hinze beispielsweise vorgeschlagen hat, die 
15 jx breite Massartuche B. mirabilis , die doch vollkommen der Original- 
diagnose Cohn s entspricht, überhaupt nicht als B. mirabilis zu betrachten t 

Daß diese Behandlungsweise nicht im Einklang mit den grund- 
legenden Prinzipien der Systematik steht, bedarf wohl keiner Beweis- 
führung. Es fragt sich bloß, wie und auf welche Weise die Ergebnisse 
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verschiedener Forscher, B. mirabilis betreffend, widerspruchslos und 
folgerichtig zu vereinigen wären. 

Eh int nun ohne Zweifel richtig, daß «ich der systematischen Bearbeitung 
der Schwefelbakterien und insbesondere einer vergleichenden Untersuchung 
und Revision mitunter unüberbrückbar scheinende Schwierigkeiten ent- 
gegenstellen. Wenn auch die Schwefelbakterien recht verbreitet sind, so 
sind doch einzelne Arten, darunter gerade Beggiatoa mirabilis , verhältnis- 
mäßig selten. Wie die Seltenheit einzelner Arten, so sind auch die oft zu 
beobachtende Launigkeit ihres Auftretens sowie ihr rasches Verschwinden 
gewiß nicht von Vorteil. Eine der größten Schwierigkeiten bildet aber der 
Mangel an Exsikkatenmaterial sowie an Dauerprapaiaten. Man ist infolge- 
dessen auf Abbildungen (Zeichnungen und Photographien) sowie Be- 
schreibungen beschrankt, die aber gerade mit Rücksicht auf die so oft er- 
wähnten ,, Übergangsformen“ und in bezug auf die Großenverhaltnisse, die 
mir oft auf Grund unzureichender Messungen angegeben zu sein scheinen, 
nur zu oft unzulänglich sind. Gewiß konnten viele Mangel des bestehenden 
Systems durch Anwendung von Kulturmethoden (Roh- und Reinkulturen) 
behoben werden. Dieser Weg winde aber wegen eiheblicher Schwierigkeiten 
nur selten betreten ( Winogradsky , v. Niel). Die Ergebnisse lassen jedoch 
schon nach den bisherigen Erfahrungen vei muten, daß dieser Weg zu einer 
vollkommenen Umgestaltung des Systems der Schwefel bakt er len führen 
wnd. Bis jedoch diese Methode konsequent bei allen zur Zeit als Arten 
aufgestellten Schwefelbaktciien durcligefuhrt wird, müssen w T ir uns an das 
bestehende System halten ohne Rücksicht darauf, ob es als ein provisorisches 
oder dauerndes, konventionelles oder phylogenetisches System aufzufassen ist. 

Wenn wir nun die angeführten Angaben über die Breite der „ Beggiatoa 
mirabilis Cohn “ prüfen, so sehen wir, daß einige Autoren (Cohn, Massart) 
eine schmale Form vor sich hatten, andere aber ( Kolkwitz ) eine bei weitem 
breitere, ln systematischen Werken wurden nun entweder beide Formen 
als Beggiatoa mirabilis , die aber in diesem Falle nicht mehr als ,,J5. mim - 
bihs Go/m“ bezeichnet werden durfte, vereinigt und die Grenzwerte der 
Breiten so genommen, daß sie beide Formen einschlossen ( Bavendamm , 
Elli s ), oder man berücksichtigte nur die schmale Form ( Migula , Berge y). 

Nach dieser Feststellung komme ich zu den Ergebnissen meiner 
eigenen Untersuchungen zurück und prufe, wie sich die aus ihnen ab- 
geleiteten Schlüsse zu den Befunden anderer Autoren verhalten. 

Das gleichzeitige Vorhandensein von zwei durch ihre Breiten- 
dimensionen, sowie durch das Verhältnis der Hohe der Zellen zu ihrer 
Breite so beträchtlich verschiedenen Gruppen von Organismen an ein 
und demselben Standort empfiehlt dringend ihre systematische Trennung. 
Denn es ist unwahrscheinlich, daß an ein und demselben sehr engen 
Standort ein Organismus derart variiert, daß sich hinsichtlich der Breiten- 
dimensionen und des speziellen Verhältnisses der Höhe der Zellen zu 
ihrer Breite solche Unterschiede ergeben würden, wie die Kurven, Abb. 1 
(S. 313) und 3 (S. 314), oder die Mikroaufnahmen, Abb. 4 und 5, ver- 
anschaulichen. Daß mitunter sehr weitgehende Variationen bei einem 
Organismus Vorkommen, ist unzweifelhaft. Handelt es sich dabei aber 
um eine Art, so sind diese Variationen verbunden und gehen ineinander 
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über, sind aber nicht übergangslos oder so schroff getrennt, wie dies bei 
meinen Organismen der Fall ist. 

Nach meinen Messungen beträgt die Breite der schmalen Form 
14,8 bis 21,4 (x, der breiten dagegen 26,4 bis 49,9 [x. Im ersten Falle 
verhält sich die Höhe der Zellen zu ihrer Breite durchschnittlich wie 
1 : 2,3, im zweiten wie 1 : 4,11. Ob wir nun beide Formen als Arten 
oder Varietäten gelten lassen, ist ziemlich gleichgültig (vgl. die An- 
merkung Winogradsky s, S. 22). Da aber bisher bei den Beggiatoaceen 



Abb. 4. Beggiatoa giganiea JKlas. Gesamtbild (Vcrpr, etva 150 X). Mikrophoto, Lebendauf nähme. 


noch keine Varietäten aufgestellt bzw. angenommen wurden, und da 
außerdem die F'ormen wirklich gut unterscheidbar sind, ziehe ich vor, 
die beobachteten beiden als Arten zu trennen. 

Auf Grund alles dessen schlage ich folgende Diagnosen vor: 

7. ßeggiatoa mirabilis (Cohn) Klas : Faden 14,8 bis 21,4 (x (durch- 
schnittlich 17,3 (x) breit, mit an entschwefelten Organismen besonders 
deutlicher Gliederung in Zellen. Höhe der Zellen 4,9 bis 13,2 fx (durch- 
schnittlich 8,43 fx), am häufigsten doppelt so breit wie hoch. Endzeile 
abgerundet, zuweilen gebogen. Im lebendem Zustand und unter 
normalen Bedingungen dicht mit Schwefeltröpfchen erfüllt, nicht 
eingeschnürt. 

2. Beggiatoa giganiea Klas: Fäden 26,4 bis 42,9 [x (durchschnittlich 
34,4 (x) breit, mit an entschwefelten Organismen besonders deutlicher 
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Gliederung in Zellen. Höhe der Zellen 4,9 bis 13,2 (jl (durchschnittlich 
8,53 fx), am häufigsten bis vierfach so breit wie hoch. Endzeile ab- 
gerundet bis kegelförmig verjüngt. Im lebenden Zustande und unter 
normalen Bedingungen dicht mit Schwefeltröpfchen erfüllt, nicht oder 
schwach eingeschnürt. Bei Behandlung mit Chemikalien bzw. Absterben 
der Fäden erfolgt starke Vorwölbung der Seitenwände. 

Die erste Art, B. mirabilis (Cohn) Klas , schließt also in sich die 
Breitenmasse der schmalen Formen aus Split sowie der ursprünglichen 
und später von Massart untersuchten B. mirabilis Cohn ein, die zweite, 
B . gigantea 1 * * , dagegen die 
breiten Formen aus Split sowie 
die von Kolkwitz beobachteten 
und unter B. mirabilis Cohn 
eingereihten Formen aus Kiel 
und dem Solgraben von Artern. 

über die Zugehörigkeit 
der von 11 arming (Breite 20 
bis 40 g), Engler (20 bis 30 (jl) 
und Hinze (20 bis 45 bzw. 55 (i) 
erwähnten Formen ist eine 
Entscheidung wegen der Spär- 
lichkeit der Angaben und der 
vorhin erwähnten Schwierig- 
keiten wesentlich schwieriger. 

Nach einer Bemerkung Hinze s 
könnte man diese Formen 
vielleicht in B. mirabilis 
(Cohn) Klas und in B. gigantea 
aufspalten, was natürlich einen anderen oberen Grenzwert dieser 
Art (55 (jl statt 42,0) erfordern uurde. Hinze (S. 195) sagt 
nämlich: „Cohn hat bei seinen Abbildungen die Zellen nahezu qua- 
dratisch gezeichnet. Bei den dünneren Formen der B. 7nirabilis ist 
dies die Regel: bei den dickeren herrscht auf dem Längsschnitt die 
Gestalt des Rechteckes vor, wie auch bei den W arming sehen und 
Engler sehen Abbildungen zu erkennen ist. Und zwar ist dies meist 
derart, daß die längere Seite, den Querwänden entsprechend, etwa 
doppelt so groß wie die kürzere ist/ 4 Da diese Angabe, wenn auch nicht 
in Einzelheiten, so doch grundsätzlich mit meinen Beobachtungen 
übereinstimmt, nach welchen die Höhe der Zellen bei den breiten 

1 Bei Lehmann -Neumann (S. 4) wird in der Anmerkung die Hinze * che 

55 g breite B. mirabilis als B. gigantea zitiert. Es handelt sich aber hier 

bloß um eine auf Irrtum und Ungenauigkeit beruhende Bezeichnung ohne 

irgendwelche Bedeutung, wie auch Bavendamm (S. 99) bemerkt. 



Abb. r >. B. qi'fantea (waagerecht) und B. mirabilis 
(senkrecht) (Vergr. etwa 300 X). Mikrophoto, Lebond- 
aufnahmc. 
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Formen (B. gigantea) im Verhältnis zu ihrer Breite bei weitem geringer 
ist als bei den schmalen Formen [ B . mirabilis {Cohn) Klas], halte ich eine 
Aufspaltung der erwähnten Formen in die neu definierten bzw. neu 
aufgestellten Arten gerechtfertigt. Immerhin dürfte eine endgültige 
Entscheidung darüber nur durch eine erneute eingehende Untersuchung 
der Beggiatoenflora der Warming sehen, Engler sehen sow ie Hinze sehen 
Standorte erbracht werden können. 

Zusammenfassung. 

1. An der Mündung einer Schwefelquelle im Hafen von Split 
(. Adriatisches Meer, Jugoslawen) wurde ein reiches Beggiatoenlager 
entdeckt. Zwischen anderen, mehr oder weniger allgemein verbreiteten 
Arten (Bcggialca alla , B. leptemitifonnis , B. arachnoidea) befanden sieh 
auch reichliche Lager von zwei verschieden breiten Formen einer 
größeren Beggiatoa, die nach dem bestehenden System zu der damit für 
das Adriatische Meer und Jugoslavien zuerst nachgewiesenen B. mim - 
bilis Cohn gestellt werden mußten. 

2. Durch variationsstatische Verarbeitung des Materials ließ sich 
zeigen, daß in ihm zwei durch die Breite der Fäden sowie durch das 
Verhältnis der Zellenhöhe zu Zellenbreite zu unterscheidende, über- 
gangslose Formen enthalten sind, deren systematische Trennung not- 
wendig erschien. Beide Formen wurden als Arten auf gestellt. Die 
schmälere Form (14,8 bis 21,4 (jl) wurde als B. mirabilis (Cohn) Klas. die 
breitere Form (20,4 bis 42,8 [j.) dagegen als B. gigantea Klas bezeichnet. 

3. Auf Grund eingehender systematischer Analyse und unter 
Berücksichtigung aller alteren Angaben ist meiner Ansicht nach diese 
Trennung auch auf alle 15 bis 45 bzw. 55 p. breiten, bisher unrichtiger- 
weise als B. mirabilis Cohn benannte Beggiatoenformen anzuwenden, 
wobei dann natürlich der obere Breitengrenzwert der B. gigantea mit 
55 (x zu fassen w r äre. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Johann Wolfgang Goethe-Universität 

zu Frankfurt a. M.) 


Der Einllufi einiger organischer Säuren 
auf die Keimung der Askosporen von Bombardia lunata Zckl.* 

Von 

Siegfried Windisch. 

Mit 8 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 29 . Mai 1937,) 

Bei den vererbungskundlichen Untersuchungen Zicklers (1934) an 
Bombardia lunata Zckl. stellte sich heraus, daß die hellen oder farblosen 
Sporen, die von hellen Rassen stammen, viel schlechter keimen als die 
dunkelgrünen, fast schwarzen Sporen der dunklen Rassen. Für die 
Tetradenanalyse kam es darauf an, möglichst aus jeder der acht Sporen 
im Askus eine Kultur zu erziehen, und der häufige Ausfall infolge 
Nichtauskeimens von Sporen und besonders von hellen Sporen wurde 
sehr störend empfunden. Daraus ergab sich die Anregung, die Keim- 
bedingungen dieser Sporen zu untersuchen, insbesondere ob und wie 
sich eine Erhöhung des Hundertsatzes gekeimter Sporen erreichen ließe. 
Die hellen Sporen keimten auch bei mir schwer, normalerweise zu 5 
bis 8, höchstens zu 10 %, so daß man mit ihnen schlecht arbeiten kann. 
Bevor man jedoch der Frage einer Verbesserung der Keimprozente der 
hellen Sporen nähertreten will, muß man erst das Keimverhalten und 
die Möglichkeiten einer chemischen Beeinflussung von gut keimenden 
dunklen Sporen prüfen. Das war das Ziel meiner Untersuchungen. Die 
hier in Betracht gezogenen Versuche sind demnach sämtlich mit dunklen 
Sporen ausgeführt worden. 

Versuche über che Sporenkeimung einwandfrei anzustellen, scheint 
zunächst einfach zu sein. Es ergibt sich aber bei eingehenderer Beschäftigung 
damit, daß, will man die Hundert Sätze gekeimter Sporen unter bestimmten 
Bedingungen zahlenmäßig genau erfassen, die große Zahl der möglichen 
Versuchsfelder die erstrebte Genauigkeit nur schwer erreichen läßt. Im 
übrigen konnte ich mich nicht an bestimmte einschlägige Arbeitsmethoden 
halten, da es fast keine Arbeiten über die Keimung oder gar Keimphysiologie 
von Askosporen gibt. Die vorhandenen keimphysiologischen Arbeiten sind 
meist mit Sporen von Rost- oder Brandpilzen oder Konidien von Asko- 
myceten (Schimmelpilzen) cder Oomyceten und einzelnen anderen Pilzen 
ausgeführt woiden. Zum Teil sind das parasitische Pilze, deren Sporen an 
feststehende Umweltsbedingungen angepaßt sind und deshalb in ihrem 

* lnaugural-Dissei tation der Naturwissenschaftlichen Fakultät der 
Johann Wolfgang Goethe-Universität zu Frankfurt a. M. 
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Keimverhalten keine Norm bilden. Bombardia lunata ist eher ein kopro- 
philer Aseomycet. 

Die meisten Forscher haben Sporen in Wasser oder Nährlösung gesät, 
weil es oft nur darauf ankam, ob überhaupt Keimung eintrat. Hin und 
wieder sind die Mengen gekeimter Sporen abgeschätzt [Kirmsse (1924), 
WiUhrich (1892), Richards (1897) u. a.], selten gezählt worden. Zu den 
wenigen, die größere Mengen von Sporen gezählt haben, gehören Bürgert 
(1934), der Keimungsuntersuchungen an Phyllosticta soUtaria ausgeführt 
hat, und Broum (1922), der in der ersten Hälfte seiner Arbeit je Versuch 
mindestens 100 Sporen von Botrytis , im ganzen also mindestens 18000, in 
Betracht gezogen hat. Für seine “weiteren Versuche war ihm dieses Vor- 
gehen zu zeitraubend und genügte nicht immer seinen Anforderungen, 
weil er auch den Wachstumsverlauf des Mycels unter Kohlensäureeinfluß 
verfolgen wollte. Auch Hassehrauk (1932) hat je Versuch 000 bis 800 Rost- 
sporen gezählt. Bei Hemmis (1934) Untersuchungen über die Verbreitung 
der Roggenroste in Japan und den Einfluß der Luftfeuchtigkeit auf Keimung 
und Infektionskraft von deren Sporen hat sein Mitarbeiter Ahe über 
61000 Sporen gezählt. Von der Aufzählung weiterer Arbeiten, in denen aber 
genaue Zahlenangaben fehlen, sehe ich ab. Ziemlich genau (1600 bis 
2000 Sporen je Versuch) muß wohl auch Doran (1922) gezählt haben. 

Mir kam es zunächst darauf an festzustellen, ob die /J-Indolylessig- 
säure eine stimulierende Wirkung auf die Sporenkeimung ausübt. Eine 
solche war nicht eindeutig zu erkennen, und es schien von Interesse 
zu untersuchen, wie einfache organische Säuren wirken. Als solche 
wurden gewählt Essig-, Wein-, Maiein- und Apfelsäure. 

Sporenmaterial. 

Die nötigen Sporenmengen beschaffte ich mir im Anfang dadurch, daß 
ich eine dunkle und eine helle Rasse kreuzte, indem ich z. B. eme dunkle 
Reinkultur mit einer Spermatienaufschwemmung einer hellen spermatisierte 
[vgl. Zickler (1934)]. Alle Reinkulturen wurden in Schrägagarröhrchen mit 
2 % Agar und 2 % Biomalz gezogen. Nach 3 bis 4 Wochen erschienen dann 
bis stecknadelkopfgroße Perithecien, die bei ihrer Reife die Sporen an die 
Glaswand in Richtung des Lichtes ausschleuderten. Solche Röhrchen, die 
reife, ausgeschleuderte Sporen enthielten, wurden mit keimfreiem destil- 
liertem Wasser beschickt und durchgeschüttelt; die so erhaltenen Sporen- 
aufschwemmungen wurden für die Versuche verwandt. — In einer kurzen 
Übergangszeit benutzte ich nur dunkle Sporen aus Kreuzungen zweier 
dunkler Rassen mit entgegengesetzten Sterilitätsfaktoren. Für alle weiteren 
Versuche, rund 90 % aller, wurden nur noch dunkle Wildsporen verwandt, 
die auch auf Biomalzschrägagar gezogen wurden. Bei ihrer Aussaat erhält 
man natürlich Mischkulturen , die Sporen mit beiderlei Sterilitätsfaktoren 
enthalten. Solche Mischkulturen bilden daher Fruchtkörper aus, deren 
Sporen immer wieder zu neuen Aussaaten benutzt werden können. Aus 
ihnen entwickelt sich ein sehr kräftiges Mycel, und schon nach 4 bis 6 Wochen 
waren meist viele Sporen aus reifen Fruchtkörpern ausgeschossen. Sie 
konnten, je nach Vorgang und Zweck, entweder trocken mit abgeflammtem 
Draht aus dem Kulturröhrchen herausgeholt oder auf geschwemmt werden. 

Die Sporen hatten jeweils etwa von 18 bis 20 Uhr bis zum nächsten 
Morgen 8 oder 9 Uhr Zeit zu keimen. Die Keimung erfolgt unter normalen 
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Verhältnissen nach ungefähr 6 bis 7 Stunden. Die Kontrollen hatten schon 
im Alter von etwa 15 Stunden kleine Mycelien gebildet. Als Keimbild zeigten 
die Sporen entweder einen geraden Keimschlauch (in der Verlängerung der 
Längsachse der Sporen) oder — häufiger — einen solchen, an dem die Spore 
im Winkel von 90° anliegt. In diesem Falle teilt sich die ausgetretene 
Keimblase längs, und die beiden jungen Hyphenspitzen wachsen am Sporen - 
Scheitel zurück. Sind diese Spitzen nur bis halbsporenlang, so sieht der 
Keimschlauch wie ein Dreieck aus: Dreieckstadium. Wenn die Hyphe 
ausgewachsen ist, liegt sie zumeist nicht mehr an. Früher oder später treten 
Verzweigungen hinzu. 

Methodik. 

Allgemeines. Da es bei den Sporen von Bombardia lunata nötig war, 
die Keimung unter günstigen Bedingungen zu untersuchen, mußte ich damit 
rechnen, daß die Keimhundertsötze in Versuch und Kontrolle oft wenig 
voneinander verschieden sein würden. Daher war eine genaue Zählung, 
Spore für Spore, unerläßlich. Weil es mir aber auch, im Gegensatz zu Brown , 
nur auf die Keimung und nicht auf das Weiterwachsen ankam, konnte ich 
nötigenfalls die gekeimten Sporen abtöten, ehe das Mycel ein Zählen ver- 
hinderte. Alle Zählungen wurden bei 280facher Vergrößerung unter dem 
Mikroskop vorgenommen, wobei das Objekt jeweils mit einem Kreuztisch 
von links nach rechts und von oben nach unten bewegt werden konnte. 
Flüssigkeitskulturen, wie sie Burgert (hängende Tropfen) und Brown 
(liegende) verwandt haben, waren nicht anwendbar, da die Sporen, gleich- 
gültig ob gekeimt oder nicht, einmal leicht hätten wegschwimmen können, 
so daß ich die einen mehrmals, die anderen nie beim Zählen erfaßt hätte, 
und weil sie zweitens sich in ganz verschiedener Höhe der Flüssigkeitsmenge 
befunden haben würden, was das Zahlen erschwert und eine zusätzliche 
Fehlerquelle bedeutet hätte. Immerhin habe ich auch eine Reihe quali- 
tativer, orientierender Versuche in hängenden Tropfen ausgeführt. 

Grundsätzliches zur Keimung. Als gekeimt betrachte ich jede Spore, 
aus der eine Keim blase ausgetreten ist. Mag diese noch so klein sein, sie ist 
immer mindestens als stark lichtbrechender Punkt erkennbar. Ob eine 
Hyphe oder gar Mycel gebildet wird, ist ohne Bedeutung für die Ent- 
scheidung, ob eine Spore gekeimt hat oder nicht. Es ist grundsätzlich zu 
unterscheiden zwischen Keimung und Wachstum: Die „Keimung“ ist kein 
Dauerzustand, sondern ein einmaliges Geschehen, an das sich das Wachstum 
anschließt. 

Zuerst haben Uber und Goddard (1934) diese Unterscheidung gemacht, 
die bei ihren Untersuchungen „. . . on the x-ray survival curves of Neuro - 
spora “ fanden, daß immer stärkere Röntgenstrahlendosen das Wachstum 
des Mycels erst gar nicht, dann immer mehr und schließlich ganz ver- 
hinderten, während die Keimung nicht aufgehoben wurde. Noch mit 
150000 R bestrahlte Sporen bildeten kurze, geschwollene Keimschläuche, 
deren Plasma aber koaguliert war. Die Sporen waren also tot. Uber und 
Goddard kommen daher zu dem Schluß, daß Keimungskurven unter Be- 
strahlungseinfluß den Ablauf bestimmter physikalischer Veränderungen im 
nicht lebenden System darstellen ( !). Hier handelt es sich natürlich um 
einen Grenzfall physikalischer Beeinflussung. Der Zweck meiner Versuche 
war jedoch, die Keimung als Ausdruck der Lebensene rgie zu fördern. Fälle 
von lethaler physikalischer Wirkung, die nach dem eben Zitierten eine künst- 
liche Keimung der toten Sporen hervorrufen konnte, waren deshalb auszu- 
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schließen. Immerhin kann ich bestätigen, daß solche Artefakte Vorkommen» 
Denn auch ich fand gelegentlich in starken Säurelösungen Sporen, die 
einen Keimschlauch von Sporenlänge getrieben hatten, aber zweifellos tot 
waren. 

Der von Uber und Ooddard berichtete Fall von „Keimung“ ist ein 
krasses Beispiel für die Auffassung, die sich mir auf Grund meiner Versuche 
förmlich aufdrängt, daß die Keimung überwiegend von physikalischen und 
nicht von chemischen Wirkungen abhängt und somit grundverschieden vom 
Wachstum ist. „No relationships seem whatsoever to exist between germi- 
nation and growth, other than that the former is necessarily a prerequisite 
of the latter“ ( Uber und Ooddard). Dieser Auffassung entsprechen auch die 
Ergebnisse von Nielsen und Hartelius (1933), nach denen Konidien von 
Aspergillus niger bei niedrigerem pH keimen konnten, als das Mycel zu 
wachsen imstande war. Auch Schmucker ( 1935), der den Borsäureeinfluß 
auf die Keimung von Nymphaeenpollen untersucht hat, hält es für 
„durchaus möglich“, „daß Pollen keimung und Schlauchwocäilwn zwei 
recht verschiedene Dinge sind.“ Und H . vom Berg (1930) bemerkt, daß 
die Beeinflussung von Pollenkeimung und Schlauchlänge „keineswegs 
parallel gehen“. 

Vorversuche. Die Vorversuche wurden ausgeführt in am Deckglas 
hängenden Tropfen auf durchbohrtem Objektträger mit untergelegtem 
gewöhnlichem Objektträger, so daß geschlossene feuchte Kammern ent- 
standen. Diese standen zu zweit auf Glasklötzchen in Pe£rf- Schalen von 
10 cm Durchmesser. Bei diesen Versuchen gab es durchweg keine Keimung, 
weil Sauerstoff Zutritt, Durchlüftung und Verdampfungsmöglichkeit un- 
genügend waren. Dieselben Versuche wurden dann unter Weglassung des 
Unterglases ausgeführt. Die feuchte Kammer war jetzt die Petri- Schale. 
Die Sporen wurden trocken mit „Platinit“ -Draht von der Glaswand des 
Kulturröhrchens abgekratzt und in Tropfen destillierten Wassers ein- 
getragen. Es erfolgte keine Keimung. Daß Sporen fäulnisbewohnender 
Pilze in reinem Wasser fast alle nicht keimen, ist schon von Duggar (1901) 
bemerkt worden, der als Ausnahme Oedocephalum albidum anführt. Auch 
in reinem Glycerin oder in verschiedenen Verdünnungen davon gab es 
keine Keimung, ebensowenig in l%iger Calciumnitratlosung, die sich bei 
Ustilago -Sporen bewährt hat ( Kirmsse ). Schließlich sah ich in Hägelund - 
Almoslechner scher Nährlösung [Almoslechner (1934)] ab und zu ein paar Kei- 
mungen, aber nur, wenn Bakterien dabei waren. Bei Versuchen in derselben 
Nährlösung mit Zusatz von 0,6 % Asparagin ergaben sich Schwierigkeiten. 
Da die besagte Nährlösung ein hervorragender Nährstoff für Mikrobionten 
aller Art ist, mußte sie keimfrei gemacht werden, was ohne Asparagin 
leicht gelingt. Bei Zusatz von Asparagin wird aber die Lösung beim Kochen 
unter 3 Atm. Druck gelb, flockig und trübe, so daß sie unverwendbar ist. 
Nur wenn die Nährsalze und Asparagin getrennt gelöst, die Lösungen zu- 
sammengegossen und kurz und kräftig keimfrei gekocht wurden, blieb die 
Lösung klar, wurde aber tief burgunderrot. 

Mit der entkeimten Almoslechner -Lösung mit Asparagin wurden 
16 Versuchsreihen durchgeführt. Manchmal keimten die Sporen, manchmal 
nicht, einmal wurde sogar 45,5 % Keimung gezählt in einer keimfrei 
gebliebenen Kultur, aber leider traten meist Bakterien imd Lufthefen auf 
und hemmten /lie Keimung sichtlich. Diese Hemmung tritt, wie es scheint, 
in feststehendem Maße auf, d. h. die Keimprozente sind je nach der Art des 
Kleinlebewesens und nach seiner Menge immer um fast gleiche Sätze herab- 
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gemindert, entsprechend den Ergebnissen Porters (1932), nach dem ein 
bestimmtes Bakterium in gleicher Menge einen bestimmten Pilz gleich 
schädigt. Diese Schädigung ist von Bakterium zu Bakterium einerseits und 
von Pilz zu Pilz andererseits verschieden. 

Auffallend war ein Einfluß der Größe des Tropfens: öfter keimten 
Sporen am Rande des Tropfens, in der Mitte dagegen nicht. Wie sich ergab, 
hängt das nicht mit einem Ansteigen der Nährsalzkonzentration von der 
Mitte nach dem Rand zu zusammen, wie Duggar (1901) annimmt, sondern 
beruht auf der bemerkenswerten E ig e ns c h aft der Sporen, gern im Ge- 
biet eines Feuchtigkeitsgefälles zu liegen, aber nicht zu keimen, wenn sie 
völlig vom Wasser benetzt sind oder sich im dampfgesättigten Raum be- 
finden, und erst recht nicht, wenn sie schwimmen. Da« ist aber in einem 
hängenden Wassertropfen leicht der Fall, wenn die Sporen nicht an der 
nach unten gerichteten Oberfläche hängen. Besser keimten auch Sporen 
an der Glasfläche, wenn der Tropfen durch Stoß oder infolge Zuschwer- 
werdens durch dazukommendes Kondenswasser abgefallen oder weg- 
gelaufen war. 

Keimbedingungen . Folgender Versuch entschied mein weiteres Vor- 
gehen 1 : Sporen in hängenden Tropfen der Hägelund-Alnioslechner -Lösung 
mit Asparagin hatten nach 7 1 / a Stunden, nach welcher Zeit die Sporen 
gekeimt haben sollten, in einem Thermostaten mit 30° C und 85 bis 98 % 
Feuchtigkeit sämtlich nicht gekeimt. Daraus schien hervorzugehen, daß 
gerade das Verdampfen des Wassers wichtig ist, das bei 85 bis 98 % Feuchtig- 
keit sehr herabgesetzt ist. Dann wäre auch für die schlechte Keimung in 
den kleinen feuchten Kammern die Ursache wohl nicht nur in einem Mangel 
an Sauerstoff, sondern auch in einem solchen an Verdampfungsraum zu 
suchen. Damit war klar, daß bei der Arbeit mit den nie genau festlegbaren 
Tropfen keine zuverlässigen Ergebnisse erzielt werden konnten. 

Gefordert werden mußte eine Arbeitsweise, bei der es möglich war, 
ein einheitliches Zählergebnis zu bekommen, bei der eine übersichtliche 
Verteilung der Sporen und vor allem ein feststehendes Verhältnis 
gekeimter und nicht gekeimter Sporen gewährleistet war. Diese Arbeits- 
weise zu ermitteln, war nicht gerade einfach, ist auch nur näherungs- 
weise gelungen, weil eine Unmenge von Kleinstbedingungen die hoch- 
empfindlichen Sporen maßgebend zu beeinflussen vermag. Das haben 
übrigens viele Forscher gefunden, die keimphysiologisch gearbeitet 
haben, z. B. Hoffmann (1860), Duggar (1901), Wilcoxon und Mac 
Callan (1934), Oifzitska (1933) und Hassebrauk (1932), die über bemerkens- 
werte „Schwankungen“ oder „individuelle Verschiedenheiten“ der 
Keimung klagen. Auch sonst werden ab und zu mehr oder weniger 
erklärte „Imponderabilien“ angeführt, die die Keimung in einer meist 
nicht gewünschten Richtung beeinflussen [Übersicht bei Fischer - 
Oäumann (1929)]. Ich habe dieselben oft unerklärlichen Schwankungen 
der Keimung erlebt. Offenbar ist das, was man allgemein als Keimung 

1 Für die Erlaubnis, im Institut für die physikalischen Grundlagen der 
Medizin einen besonderen Thermostaten für meine Zwecke zu benutzen, 
danke ich Herrn Professor Dr. Rajewsky verbindlichst. 
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bezeichnet, das Austreten einer Keimblase oder eines Keimschlauches, 
von sehr vielen, im Versuch nicht zu übersehenden Versuchsbedingungen 
abhängig. 

Zu den wichtigsten Gruppen von Bedingungen zählen Einflüsse des 
Lichtes, der Temperatur und der Feuchtigkeit. Da ich mich bemüht 
habe, die beiden ersten Faktoren tunlichst gleich zu halten, bleibt als 
zweifellos größte Fehlerquelle meiner Versuche die relative Feuchtigkeit. 

Genaue Versuche über die Abhängigkeit der Keimung von der Luft- 
feuchtigkeit hat K. Rippel (1933) an Cladosporium - und Botrytis- Arten aus- 
geführt, deren Konidien er trocken auf Uhrgläser aussäte und in Exsikkatoren 
mit genau eingestellter Feuchtigkeit bei verschiedenen Temperaturen 
10 Tage stehen ließ. Bei 100 % Feuchtigkeit keimten 100 %, unabhängig 
von der Temperatur, so daß nach Rippel 100 % F. einem Quellungsoptimum 
der Sporenmembran entsprechen dürften. Bei manchen Puccinia -Arten 
beispielsweise scheint das aber noch nicht auszureichen, da in Wasser 
wesentlich mehr keimen als in dampf gesättigter Luft [Hemmt (1934)]. 
Auch spielt jedenfalls der Sauerstoff verbrauch eine Rolle, der von Pilz zu 
Pilz verschieden ist [Doran ( 1922)]. Es ist anzunehmen, daß Sporen sauerstoff- 
bedürftiger Pilze selbst in Wasser nicht keimen werden, wenn nicht die 
Durchlüftung die nötige Sauerstoff menge herbeischafft. Das dürfte bei 
Bombardia der Fall sein, die auf Durchlüftung deutlich reagiert. Solche 
Fragen der Beeinflussung der Sporenkeimung, unter anderem auch durch 
Durchlüftung, hat Doran an Sporen oder Konidien von acht verschiedenen 
Pilzen untersucht und eine Fülle von Material aus der Literatur gesammelt. 
Besonders betont er die bis heute noch nicht erklärten Einflüsse, die Sporen 
gleicher oder verschiedener Art aufeinander und Pilzmycelien untereinander 
ausüben. Während Porter und Brown die gegenseitige Beeinflussung von 
Sporen, Pilzen oder Bakterien als Schädigung bezeichnen, läßt Doran das 
noch offen. 

Arbeitsverfahren . Nach langen Ermittlungen erwies sich schließlich 
folgende Arbeitsweise als brauchbar: 

1. Als Kontrolle wurden 8 bis 10 ccm heißer Lösung von 4 % technischer 
Maltose (Merck) und 4% Agar in destilliertem Wasser in Pe^ri- Schalen 
von 8 cm Durchmesser gegossen. Im Versuch wurde entweder die Säure in 
fester Form genau abgewogen und in der entsprechenden Menge destillierten 
Wassers gelöst, oder aber die Säure wurde in Lösung in der gewünschten 
Weise verdünnt. Dies geschah immer mit Voll- und Maßpipetten und wurde 
vorher so berechnet, daß Agar und Maltose stets 4%ig blieben. War die 
Agarplatte erkaltet und fest geworden, galt sie als gebrauchsfertig für den 
Versuch. 

2. Von der in der oben angegebenen Weise erhaltenen Sporenauf- 
schwemmung wurde in jeder Schale 1 ccm (anfänglich in ein paar Ver- 
suchen 1,5 oder 2 ccm) auf der ganzen Agaroberfläche gleichmäßig verteilt. 

3. Die so fertiggestellte Kultur wurde in einen Glasschrank von 80 x 80 
X 60 cm gestellt. Die Schalen standen auf einer waagerechten Spiegel- 
scheibe, zu der im Winkel von 50° eine zweite Spiegelscheibe angebracht 
war- Der Glaskasten stand an einem Nordfenster. Er wurde elektrisch 
geheizt und mit einem Quecksilber-Thermoregulator auf 24 ± 1° C gehalten. 
Die relative Feuchtigkeit konnte nicht konstant gehalten werden. Selbst- 
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verständlich stieg sie, wenn ich ein Dutzend Schalen mit je 1 ocm Auf* 
söhwemmungswasser hineinstellte, um nach völligem Verdampfen langsam 
wieder abzusinken. Um nämlich ein dauerndes Steigen der Luftfeuchtigkeit 
zu vermeiden, hatte ich Schalen mit konzentrierter Schwefelsäure, die von 
Zeit zu Zeit erneuert wurde, im Kasten verteilt. Weil aber der Kasten zu 
groß war, konnten die Bedingungen in ihm nicht willkürlich gestaltet werden. 
Die Versuche wurden gegen Abend angesetzt, verblieben hierauf 12 bis 
15 Stunden im Kasten, wurden dann herausgeholt und ausgezählt oder, 
wenn ein sofortiges Auszählen nicht möglich war, mit einer 5 %igen Form- 
aldehydlösung abgetötet (fixiert). 

Agar und andere Keimböden . Gern würde ich näher eingehen auf die 
Entkeimung, auf das Kochen des Agars, das Agar selbst und seine Verwend- 
und Ersetzbarkeit im Bereich meiner Versuche. Die Entkeimung geschah 
stets bei 3 Atm. im Dampftopf . Bei den Säureversuchen mit Agamöhrboden 
brauchte durchweg nicht entkeimt zu werden, weil vom Kochen des Agars 
bis zum Ende des Versuchs meist nur etwa 15 bis 20 Stunden vergingen, 
während welcher Zeit keine Hefe und kein Schimmelpilz zur Entwicklung 
kommt, höchstens und selten einmal ein Bakterium vom „ Spreader type “ 
[Porter ( 1932)], was man bei sauberem Arbeiten im allgemeinen verhindern 
kann. Das Agar mit der Maltose und mit dem Zusatz von Säure wurde mit 
der entsprechenden Menge destillierten Wassers in Erlenmeyer -Kolben von, je 
nach der gebrauchten Menge, 100 bis 300 ccm, im Wasserbad schwimmend, 
so lange erhitzt, bis es dünnflüssig und möglichst klar war, und wurde dann 
schnell zu Platten gegossen. Das Kochen auf dem Wasserbad dauerte 
5 bis 10 Minuten: Je mehr Saure mitgekocht wurde, desto schneller, leichter 
und vollständiger verlief der Koch Vorgang, je weniger darin war, um so 
langsamer und unzulänglicher. 

Auf viele eigene Beobachtungen und auf fremde Angaben über Agar 
aus der sehr verstreuten Literatur, die jeden mit Agar arbeitenden inter- 
essieren, kann ich leider nicht näher eingehen. Oft ist mir die schon äußerlich 
wahrnehmbare Unreinheit und Ungleichmäßigkeit des handelsüblichen 
Federkielagars aufgefallen. Die bei Itano (1934), Feiler 8 (191G) und Prings- 
heirn (1924) angeführten Methoden zur Agarreinigung, die auf ein nach- 
drückliches Waschen m verschiedener Weise, teilweise mit Säuren hinaus- 
laufen, sind nicht nur mehr oder minder schwierig und umständlich, sondern 
auch nicht ganz einwandfrei, insoweit sie zum Teil das Agar chemisch 
angreifen (Säuren). Gründliches, wochenlanges Wässern und Waschen 
allenfalls noch Kochen und Ausfällen mit Alkohol oder Aceton, bewirken 
eine chemisch nicht angreifende Reinigung, wobei beim gereinigten Produkt 
die Koagulationsfähigkeit noch fast auf das Doppelte gestiegen ist (Itano). 
Herr Dr. Itano in Kurashiki, Japan, war so liebenswürdig, mir von seinem 
Agar oberster Wertstufe (first grade agar) eine Probe zu schicken 1 . Dieses 
Agar läßt sich leicht kochen und gibt ein völlig ungetrübtes, wasserhelles, 
glattes Gel, auf dem sich Sporen ausgezeichnet zählen lassen. Für meine 
zahlreichen Versuche reichte die Probe freilich nicht aus, und da es mir zu 
zeitraubend war und vor allem nicht durchaus notwendig schien, solche 
Reinigung durchzuführen, benutzte ich das Agar, wie es war, mußte freilich 
Unreinheiten im mikroskopischen Bild und etwaige Fehler im Keimungs- 
erfolg in Kauf nehmen. Immerhin kam ich im Laufe meiner Versuche zu 


1 Dafür möohte ich ihm an dieser Stelle nochmals verbindlichst danken. 



328 


S, Wiadisch: 


der Ansicht, daß derlei Fehler vollauf ausgeglichen werden durch die große 
Zahl von Versuchen und ausgezählten Sporen. 

Trotz nicht zu verkennender Mängel und Ungenauigkeiten nicht ge- 
reinigten Agars war es doch der einzige Keimboden, der in Frage kam. 
Gelatine ist noch viel weniger chemisch definierbar als Agar und enthält 
soviel Elektrolyte, daß bei ihrer Verwendung ein Zuwachs der ohnehin 
zahlreichen unbeurteilbaren Versuchsfehler unvermeidlich gewesen wäre. 

Ferner sind mir von der Firma Kalle 6c Go. in Wiesbaden-Biebrich 
Proben Cellophan in verschiedener Stärke und verschieden starke Cellulose- 
lösungen (Tylose) in Methylenchlorid-Methanol zur Verfügung gestellt 
worden 1 . Cellophan konnte nicht gebraucht werden, weil es so stark 
strukturiert ist, daß das Zahlen im Mikroskop ungemein erschwert wird, 
zumal der Li ch tdurch tritt bei solcher Dicke des Cellophans, wie sie nötig 
wäre, damit die Membran sich nicht bei der Quellung wellt, bereits stark 
gehemmt ist. Membranen aus Tylose sind leider auch ausgeschlossen; man 
bekommt sie nicht glatt, und außerdem keimen die Sporen überhaupt nicht 
darauf, weil schon Spuren Methylenchlorid die Keimung verhindern. — 
Kieselsäuregel wäre zweifellos als Boden für solche Versuche hervorragend 
geeignet, wenn man es beispielsweise nach der bei Pringsheim (1924) an- 
gegebenen Vorschrift herstellt, und hätte manchen Vorzug: Es ist immer 
völlig klar und glatt, also zum mikroskopischen Zählen ideal, und man hat 
keine Verunreinigungen zu befürchten. Es vollständig zu entsäuern bis 
zur neutralen Reaktion, erfordert aber langes, wiederholtes, sorgfältiges 
Wässern. Dadurch wird seine Herstellung so umständlich und zeitraubend, 
daß ich auf seine Verwendung veizichten mußte. Den Vorzug hat dem 
Kieselgel gegenüber das Agar, daß es, wie mir viele Stichproben gezeigt 
haben, immer neutral ist (Untersucht mit „Pehavi“, pu -Bestimmung» - 
apparat der Hartmann 6c Braun A.-G. mit Chinhydronelektrode). 

Versuche. 

Bei meinen Versuchen ging ich aus von der /8-Indolylessigsäure, 
mit der ich auch die meisten Versuche angestellt habe. Es war natürlich 
von Interesse, ob sich eine stimulierende Wirkung feststellen ließ. Da 
sich alsbald ergab, daß die Menge gekeimter Sporen im Versuch bei 
einem bestimmten Säurezusatz wohl über der Kontrolle oder mindestens 
ebenso hoch liegen konnte, lag es nahe, auch die Essigsäure auf ihre 
Wirkung zu prüfen und ein paar andere Säuren, von denen keine be- 
sonderen Wuchsstof feigenschaften bekannt sind. Unter diesen habe 
ich vorzüglich mit Wein- und Maleinsäure gearbeitet. 

Weil es gelungen war, längere Zeit einen Kontrolldurchschnitt ge- 
keimter Sporen von 40 % zu halten, konnte ich 3 Monate lang täglich mit 
einem gewählten Säurezusatz eine Reihe Versuche ansetzen nebst einigen 
Kontrollschalen und dann die an verschiedenen Tagen erhaltenen Ergebnisse 
in einer Kurve vereinigen. Ganz befriedigen kann indessen dieses Verfahren 
nicht. Die Kontrollen ergaben mit der Zeit, wenn ich alle zusammenstellte, 
eine steil .verlaufende Gauß sehe Feh ler kurve mit einem hohen Maximum. 


Wofür ihr auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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Wenn die Kontrolle aber einmal einen weit außen liegenden Wert aufweist, 
fragt es sich, ob der im dazugehörigen Versuch erhaltene Wert sich ohne 
weiteres in der Kurve für die betreffende Säure verwerten läßt. Lange habe 
ich indessen die Versuche in der genannten Weise einzeln ausgeführt, bis 
schließlich die Kontrollwerte plötzlich (nach vierwöchiger Unterbrechung 
der Versuche) nicht mehr unter 60% zu bringen waren und gelegentlich 
sogar auf 80 bis 90% stiegen. Das war imerwünscht. Übrigens erwähnt 
auch E. O. Pringaheim (1914) ähnliche Vorkommnisse und meint, man solle 
zeitlich weit auseinander liegende Versuche nicht vergleichen. Da die 
großen Schwankungen der Kontrollen nicht zu vermeiden waren, ging ich 
dazu über, jeweils neunmal je drei Versuchsschalen mit dem gleichen Säure - 
zusatz und drei Kontrollen, zusammen 30 Schalen, anzusetzen. Daraus 
erhielt ich für einen Durchschnittskontrollwert aus drei Schalen eine Kurve 
aus neun Punkten, deren jeder auch den Durchschnitt aus drei Versuchen 
darstellt. Für die genauere Bestimmung einzelner Punkte wurden die Ver- 
suche, je nachdem, ob das Ergebnis des Versuchs eindeutig war oder nicht, 
mehrfach wiederholt. Wenn weniger Punkte interessierten, wurden fünfmal 
fünf oder viermal sechs Schalen mit den entsprechenden Kontrollen an- 
gesetzt. So ist nach zahlreichen Wiederholungen die Gesamtdurchschnitts - 
kurve für die /Mndolylessigsäure (Abb. 7, S. 342) entstanden. 

Das große Zahlenmaterial, das ich in den vielen Einzelversuchen 
erhielt — es wurden insgesamt über 600000 Sporen auf ihre Keimung 
untersucht — , will ich hier nicht bringen. Beim Vergleich mit den Ergeb- 
nissen der Serienversuche zeigt sich, daß die Kurven, die aus den Einzel - 
werten zustande kamen, gut den Serien werten und den Wiederholungen 
entsprechen. Bei den Einzel versuchen — und überhaupt — besteht bei 
meiner Versuchsanstellung die Gefahr, daß man eine große Menge Sporen 
zählt, aber unter mangelhafter Berücksichtigung der Anzahl der Versuchs- 
schalen. Bei den Serien versuchen, insbesondere mit /Mndolylessigsäure, 
habe ich durch entsprechende Wiederholungen der Versuche dem Rechnung 
zu tragen versucht. 

Vor der Besprechung der Versuche (s. Kurven) muß ich noch er- 
wähnen, daß in den früheren Einzelversuchen in jeder Schale etwa 
500 bis 800 Sporen gezählt wurden, in einigen Fällen weniger (200 bis 
500) oder mehr (bis 1000). In den Serien versuchen waren die Zahlen 
ausgeglichener und beruhten durchschnittlich auf 700 bis 900 gezählten 
Sporen. 

Natürlich war gleichmäßig verteilte Lage der Sporen erwünscht. 
Das konnte ich leider nicht willkürlich beeinflussen, zumal das un- 
bewehrte Auge die Sporen nicht sehen kann. Liegen die Sporen in 
dichten Klumpen, also dreidimensional, beieinander, kann man gekeimte 
und nicht gekeimte selbstverständlich nicht zählen. Liegen sie flächen- 
haft dicht, Spore bei Spore, so kann man meist auch nicht zählen, aber 
überblicken, ob überhaupt Sporen gekeimt haben, und gegebenenfalls 
schätzen. Liegen nur 20 bis 40 ziemlich dicht, so kann man oft zählen 
und kommt zu folgendem sonderbaren Ergebnis: Gleichgültig, wie der 
Versuch ausgefallen ist, findet man manchmal Gruppen, wo alle gekeimt 
haben, und andere, wo nicht eine Keimblase da ist, und das oft in einer 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8 . 23 
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und derselben Schale. Durchweg läßt sich sagen, daß die Sporen besser 
keimen, wenn sie allein liegen, wie auch Duggar (1901) bereits beob- 
achtete. Demnach muß die Sporendichte von Einfluß sein. In der Tat 
zeigt sich eine unerwünscht fein abgestufte Abhängigkeit der Keimung 
von der Aussaatdichte. Keine Versuchsreihe habe ich wiederholt, in der 
nicht auffiel, daß bei steigender Sporenaussaatdichte weniger Sporen 
keimten. Da ich bei meiner Methode der Aufschwemmung von Sporen 
deren Aussaatdichte nicht von mir aus festsetzen konnte, blieb mir 
nichts anderes übrig, als immer möglichst itombardia-Kulturen zu 
wählen mit schätzungsweise gleichem Sporenertrag, ferner gleiche 
Mengen Wasser in jedes Röhrchen zu füllen und von der Aufschwemmung 
immer 1 ccm in jede Schale zu pipettieren. Weil die Erfahrung diese 
genaue Abhängigkeit gelehrt hat, fallen die Schwankungen der Kontrolle 
auch nicht so ins Gewicht, wie es zunächst erscheint. Bei Wieder- 
holungen mit verschiedener Sporenaussaatdichte zeigte sich mehrfach, 
daß die Wirkung des Säurezusatzes fast gleich bleibt, die verschiedenen 
Werte einander also annähernd proportional sind, was erstmalig Brown 
(1922) statistisch sichergestellt hat bei seinen Untersuchungen über 
die Wirkung von Sauerstoff und Kohlensäure auf die Keimung der 
Konidien von Botrytis cinerea. Bei diesem Pilz stieg die Keimung 
in bestimmten Fällen von 0 auf 98 %, wenn die Aussaatdichte einmal m 
und das andere Mal m/100 betrug. Bezüglich der Sporen von Born - 
bardia lunata kann ich das be tätigen; es wurden zwar keine Sprünge 
von 0 auf 98% Keimung beobachtet, aber die Unterschiede in der 
Dichte waren auch nie so groß wie bei den Brown sehen Versuchen. 
Auch von Edgerton (1910) wurden derlei Beziehungen beobachtet. Eine 
wirkliche Proportionalität in Versuchen mit verschieden hoher Kontroll- 
keimung ist freilich ausgeschlossen. Das ist natürlich, denn je höher 
die Kontrolle liegt, desto unwahrscheinlicher ist, daß noch eine Förde- 
rung eintritt. — Der Keimhundertsatz der Kontrolle ist, von den vielen 
äußeren Einflüssen abgesehen, der Ausdruck für die Lebenskraft der 
Sporen: Ist diese sehr groß, so sind die Sporen weniger leicht zu schädi- 
gen, aber es ist auch weniger wahrscheinlich, daß etwas sie noch stark 
fördern kann. Ein gewisser Hundertsatz von Sporen ist überhaupt 
keimunfähig. Daher nähert sich beim Ansteigen von 90 auf 100% 
Keimung die Zahl der wirklich keimenden immer mehr der Zahl der 
überhaupt keimfähigen Sporen. Ist die Lebenskraft dagegen klein, so 
sind größere Mengen Nährstoff erforderlich, um eine Förderung zu er- 
zielen. Daher scheint das Maximum der Kurve aller Säuren, besonders 
aber solcher, die überwiegend Nährcharakter (s. S. 339 f.) haben, bei 
sinkenden Kontrollwerten in den Bereich höheren Säuregehalts (im 
Kurvenbild nach links, z. B. bei der Maleinsäure) zu rücken. Frings- 
heim (1914) bekommt ein gleiches Ergebnis bei Versuchen mit ab- 
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gestufter Stickstoff menge bei Aspergillus niger und drückt es so aus: 
„Bei Verbesserung der sonstigen Lebensbedingungen oder Verringerung 
der Menge eines Nährstoffes wird dieser im Minimum vorhandene immer 
besser ausgenützt.“ Der „Verbesserung der Lebensbedingungen“ 
entspricht bei mir eine hohe Kontrolle, dem „im Minimum“ vorhandenen 
‘Nährstoff die Säure. Damit stimmen sowohl die beiden Maleinsäure- 
kurven untereinander wie die Essigsäurekurve und eigentlich alle meine 
sonstigen Kurven überein, wenn man die verschiedene Höhe der Kon- 
trollen betrachtet. Ist die Keimkraft als Funktion der endosmierenden 
Säuremenge klein, so kann sie erhöht werden durch Zusatz von Stoffen 
mit geeignetem Verhältnis von Reiz- und Nährwert. Hier füge ich 
gleich hinzu, daß der „Reizwert“ die Summe einer ganzen Reihe von 
Eigenschaften des Zusatzstoffes bildet. Als solche Eigenschaften 
können u. a. etwa in Betracht kommen die elektrolytische Dissoziation, 
das Diffusionsvermögen, der von der Menge abhängige osmotische 
Druck, aber auch die Oberflächenspannung. Je nach Menge und Ver- 
teilung dieser Eigenschaften kann der daraus zusammengesetzte „Reiz- 
wert“ eine Schädigung oder eine Förderung bewirken. Insofern kommen 
die Anteile der Reizmenge an Förderung und Schädigung in den wirk- 
lichen Mengen des zugesetzten Stoffes zum Ausdruck. Denn das Ver- 
hältnis von positivem zu negativem Wirken in einem Reizstoff ist ja 
natürlich immer gleich, aber die Fähigkeit des fördernden Reizes, 
den Pilz zum Angriff unausgenützter Nährstoffe oder -werte zu 
befähigen, verschafft ihm einen viel größeren Wirkungsgrad als dem 
schädigenden Reizanteil. In diesem Zusammenhang ist auch Duggar s 
Feststellung verständlich, daß neutrale Salze eher als saure stimulieren 
können. 

Wenn ich von Nährwert rede, so ist damit der tatsächliche Nähreffekt 
gemeint, der dadurch zustande kommt, daß und wie der Pilz den Stoff 
assimiliert. Selbstverständlich spielen dabei die Enzyme die Hauptrolle. 
Somit hat ein Stoff für verschiedene Pilze einen verschieden hohen Reiz- und 
Nährwert : Für einen Pilz mit sehr vielen Enzymen kommen bedeutend mehr 
Stoffen Nährwerte zu und weniger Reiz werte als für einen enzymarmen 
Pilz, der gegen eine Welt von Schädigungen sich behaupten und sich kümmer- 
lich von den wenigen Nährwerten, die ihm erschließbar sind, nähren muß. 
In diesem Sinne sind wohl auch die Befunde von Nielsen und Hartelius (1933) 
zu verstehen, nach denen Aspergillus -Konidien unter pu = 1,5 nicht mehr 
keimen konnten, bei Zusatz von Wuchsstoff B dagegen noch bei p& = 1,3. 
Ganz ähnlich sah Webb (1921) die gleichen Konidien, die ohne Zusatz bis 
Pe = 2,1 keimten, bei Zusatz von — möglicherweise wuchsstoffhaltigem — 
Zuckerrübensaft bis pe = 1,5 keimen. In beiden Fällen hat man sich 
also vorzustellen, daß der zugesetzte Wuchsstoff B bzw. Zuckerrüben- 
saft anteilgemäß assimiliert, dadurch die Emährungslage gebessert und 
die Widerstandskraft gehoben wird. Und wenn diese höher ist, wird 
erst eine noch saurere Lösimg das Sporenplasma am Auskeimen hindern 
können. 
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Bei Säuren mit überwiegendem Reizcharakter wie der /?-Indolyl- 
essigsäure rückt das Maximum der Kurve weniger leicht in den Bereich 
höheren S&urezusatzes, aber die Empfindlichkeit gegen den Reiz steigt 
mit sinkenden Werten der Kontrolle. Dies erwies sich mir das erstemal 
am auffallendsten: Die Einzelwerte der /3-Indolylessigsäure, die an- 
fänglich bei niederen Kontrollwerten (zwischen 30 und 40 %) erhalten 
worden waren, ergaben eine Kurve, die mit 0 % Keimung bei 0,05 % 
Säurezusatz begann, bei 0,03% schon 71% erreicht hatte und bei 
0,005% wieder am Kontrollwert angekommen war. Selbstverständlich 
gilt das ebenso für den Reizwertanteil von Nährsäuren (s. S. 339). In 
Übereinstimmung hiermit fand Schmucker (1935), daß die Keimung der 
Konidien von Phycomyces Blakesleeanus um so stärker gehemmt wurde, 
je geringer der Malzgehalt des Mediums war. 

In den Versuchen mit den verschiedenen Säuren kehrten die 
gleichen Keimbilder immer wieder. Deshalb will ich gleich auf die 
Kurven Bezug nehmen. 

Im Gegensatz zur Kontrolle bewirken alle Reize eine Verlang- 
samung der Entwicklung. Je näher die Lebensbedingungen dem 
Optimum sind, desto schneller gehen Keimung und Wachstum vor sich 
[Doran (1922)]. Darum sieht man nach der gleichen Zeit bei schädigenden 
Reizen immer jüngere Stadien: 0,096% Essigsäure und 0,05 bis 0,035% 
/Mndolylessigsäure zeigen nur Keirnblasen. Diese haben gewöhnlich 
einen Durchmesser von ein Fünftel bis ein Viertel der Sporenlänge, also 
wenn man diese durchschnittlich zu 15 fx annimmt, von 3 bis 4 (x. 
Abnorme Keim blasen von 10 bis 15 fx Durchmesser kommen dann vor, 
wenn die Säure als ausgesprochener Nährstoff wirkt, die spezifischen 
Säureeigenschaften — offenbar nicht der p H -Wert allein — aber das 
Hyphenwachstum hemmen. Wenn diese Hemmung zum Teil über- 
wunden ist, gibt es verschiedene Zwischenformen: Der Keimschlauch 
wird knollig, kurz und dick. Er sieht aus w r ie eine Kette von Blasen, 
also darmartig, so bei 0,075 und 0,067% Weinsäure. Solche Formen 
sind schon öfter beschrieben worden. So fand Kirmsse (1924), daß 
Sporen von Ustilago hordei , die 5 Minuten lang mit 0,2 % Formaldehyd 
gebeizt worden waren, Riesenzellen mit übergroßen Vakuolen bildeten. 
Lopriore (1895) beobachtete ein kurzes, geschwollen aussehendes Mycel 
bei Mucor- Sporen unter dem Einfluß von 60 und 80% Kohlensäure, 
und Brown fand dasselbe bei Botrytis- Sporen, wenn sie in einer Atmo- 
sphäre mit 50 oder 60 % Kohlensäure keimen mußten. Riesige Keim- 
blasen und darmartige Hyphen kommen aber nur vor, wenn die Er- 
nährung d^r Spore durch den Säurezusatz beeinflußt wird. Bei Säuren 
mit überwiegendem Reizcharakter, wie bei der Essigsäure und der 
ß - Indolylessigsäure, gibt es derartige Anomalien nicht. 



Einfluß organischer Säuren auf die Keimung der Askosporen usw. 333 


Eine Versuchsserie mit Essigsäure (Ergebnis des Keimungsversuchs 
s. Abb. 1) ergibt folgende Keimbilder: Bei 0,96 % keine Keimung; bei 
0,096 % nur Keimblasen ; bei 0,07 % Keimblasen und Dreieckstadien, 
vereinzelte Hyphen bis zu drei Sporenlängen; bei 0,048% dasselbe 
ohne Keim blasen; bei 0,034% Mycel von vielen Sporenlängen, keine 
Wachstumshemmung; bis 0,01% immer kräftigeres Wachstum, und 
von 0,005 % bis 0,001 25 % 

Wiederabfallen der Mycel- 
bildung. 

Bei der ß-lndolyl- 
essigsäure (Ergebnis von 
Keimver. uchen s. Abb. 2) 
ist es ähnlich : 0,1% 

erlaubt keine Keimung ; 
bei 0,07 % haben ein paar 
Prozent Sporen mit Keim- 
hyphen von zwei Sporen- 
langen gekeimt ; die 
Schlauche solcher Sporen 
wachsen auf saureloser 
Unterlage nicht w r eiter und 
sind als tot zu betrachten, 
wie es der Auffassung 
von Uber und Goddard (s. 

S. 323/324) entspricht ; bei 
0,05, 0,04 und 0,035% 

gibt es nur Keim bla sen, 
hoi 0,03 % (s. Abb. 3, 

S. 334) kommen zahlreiche 
Dreieckstadien dazu . bei 
0,02% (s. Abb. 4, S. 335) 
fallen Keimblasen und 
Dreieckstadien w eg, da- 
gegen haben die gekeimten Sporen gut entwickeltes Mycel von etwa 
8 bis 12 Sporenlangen, bei 0,01% bis 20, bei 0,005% bis 50 Sporen- 
längen. Bei beiden Sauren setzt somit ziemlich plötzlich von einem 
bestimmten Lösungsgehalt ab die Myeelbildung ein, wobei auffällt, 
daß jeweils an dieser Stelle die Keimhundertsätze etwas niedriger 
liegen als bei dem nächst höheren Lösungsgehalt an Säure. 

Ein anderes Bild zeigen die Malein- und Weinsäure. Vor allem 
weisen sie ihren überwiegenden Nahrcharakter damit aus, daß 0,1 % 
Saurezusatz nicht lethal wirkt, und daß wahrscheinlich auch erst ein 
viel höherer Gehalt an Säure die Keimung verhindert. Wo und wann 
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Abb. 1. Kurve einer Serie mit ERBigsliure. K’ Kon- 
trolle. ,S. Streuung der Kontrolle. Temperatur wahrend 
der Versuche. 24 bis 25° C. Feuchtigkeit. 55 bis 57%. 
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Aid». 2 Kirnen zweier Serien mit fMndohlesslgsaure 
1 Mit Kontrolle K l * Da die Streuung nur 0,0% betrug, 
ist sie nicht eingezeichnet Temperatur wahrend der 
Versuche 23 bis 25° ('. Feuchtigkeit: 55 bis 60%. 
2. Mit Konti olle A%. S =- Streuung. Wahrend der 
Versuche herrschten 22,8 bis 2 1,8° C und 54 bis 63 % 
Feuchtigkeit. 
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immer das geschieht, ist es keine Giftwirkung, die sich in einer Schädi- 
gungskurve ausdrückt, sondern eine Wirkung, die durch Störung des 
normalen Ernährungsverlaufs infolge eines Zuviels an nicht obligatem 
Nährstoff zustande kommt. 

Damit stimmen Versuche von Pringsheim (1914) überein, der einen 
Saccharomyces verschieden lange Zeit (10 bzw. 33 Tage) in Losungen mit 
verschiedenem Zuckergehalt zog. Dabei stellte sich heraus, daß bei längerer 
Versuchsdauer der Pilz seinen Nährstoff allmählich immer besser ausnutzte, 
und daß Ungleichmäßigkeiten verschwanden, daß ferner steigender Zucker - 



Abb. 3. Sporeiikeimung auf Maltoseagar mit 0,03% /Mndolylrssigsaure. Die kleinen 
weißen Klumpehen sind Spermatien. Etwa 230 fach vergrößert. 


gehalt nur bis zu einem bestimmten Grad fordernd wnkte (die Hefe war 
nach 33 Tagen am besten bei 4°„ Zucker gediehen). Man kann also wohl 
sagen, je geringer der Reizwert eines Stoffes ist, desto großer sind die Mengen, 
die zugegeben werden können, ehe eine Schädigung eintritt. ln Pringsheim s 
Versuchen ist nur das Wachstum berücksichtigt. Die Versuchsergebnisse 
mit der Hefe entsprechen aber meinen Feststellungen über die Sporen - 
keimung. 

Die Ergebnisse meiner Versuche mit Wein- und Maleinsaure 
stimmen mit dem überein, was Uber und Goddard über die Wirkung 
der Röntgenstrahlen aussagen: Zunehmende Bestrahlung verhindert 
schließlich jedes Wachstum; um aber die Keimung auszuschließen, sind 
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noch höhere Dosen erforderlich. Bei dem Einfluß von Sauren scheint 
es ebenso zu sein. 

Bei Zusatz von 0,1 und 0,07% Maleinsaure bekam ich in den 
Serienversuchen deutliche, aber nicht sehr intensive Wachstums- 
hemmung, von 0,06 % ab wurden Keimung und Wachstum gefordert 
(vgl.Abb 5, S.336) Das Mycel war überaus kräftig und schon nach 
18 Stunden so stark entwickelt, daß ich nur noch mit Muhe zahlen 
konnte Die Hyphen erreichen eine schätzungsweise Lange von einigen 
Hundert Sporenlangen ln der Kurve der Einzel versuche haben wir fast 


4ß 




Abb 4 Dasselbe wn m Abb 3, aber bei Zusatz \on 0,02% /f-Iwlohlissigsaurt 



das gleiche Bild, nur noch ausgeprägter 1 Die nicht wegzubringenden 
Schwankungen der Kontrollen waren hier recht groß, der Durchschnitt 
betrug aber 44,8 ° 0 Die Wachstumshemmung war hier noch etwas 
starker bei 0,1 und 0,07%, ebenso die Keimhemmung und auch die 
Wachstumsforderung bei 0,05 bis 0,014 ° 0 , entsprechend dem S. 330/331 
Gesagten 

Die Weinsauresenen (Abb 6, S. 336) verliefen sehr gleichmäßig, was 
bei dem zweimaligen Knick auffällig ist 0,1 % Wemsaurezusatz ergab 
Keimung mit Riesenkeimblasen, 0,075 und 0,067% ergaben kurzes, 

1 (Janz veigleichbar der Senenkui\e ist diese Kiuve leider nicht, weil 
nicht überall die gleichen Prozentsätze des Sauiegehalts ausprobiert wurden. 
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darmartiges Mycel, unverzweigt oder mit nur wenig Verzweigungen. 
Bei 0,05% war die Wachstumshemmung nicht mehr so stark, aber 
noch deutlich. Ganz schwach gehemmt schien das Wachstum bei 
0,04 %, das Mycel war aber normal. Von 0,03 % ab war weder Wachstum 
noch Keimung mehr gehemmt. Das Mycel war ähnlich wie bei Malein- 
säurezusatz sehr kräftig und lang. Auffallend sind die zwei Knicke, die in 
beiden Serien gleichermaßen auftraten, ln der hier nicht wiedergegebenen 



Abb 5. Versuche mit Maleinsäure . Oben die K ur\ e eines 
Serienversuchs, dazu K : Kontrolle und 8: Streuung der 
Kontrolle. Unten Kurve aus Einzelheiten bei einem 
Kontrolldurchschuitt von 44,8 %. Temperatur beim 
Serienversuch 23,5 bis 25°C. Feuchtigkeit 50 bis 55%. 



Abb 6. Kurven von zwei Serien mit Weinsäure K t und 
AV die zugehörigen Konti ollen. und S,: die 

Streuung der Kontrollen In den Versuchen zu 1 
herrschten 23 bis 24° C und 45 bis 50 % Feuchtigkeit, 
in denen zu 2 23 biB 24° V und 46 bis 58 ° 0 Feuchtig- 
keit Hier und in allen folgenden Abbildungen bedeutet 
Spkmg : Sporenkeimung 


Kurve der Einzelversuche 
liegt der Tiefpunkt bei 
0,045% und ist besonders 
niedrig (37,75%), während 
die Werte für 0,075 und 
0,067 % 74,04 bzw. 71,96 %, 
also rund 36% mehr be- 
tragen. 

Schließlich habe ich 
meine Untersuchungen 
auch auf Apjelmurv aus- 
gedehnt. Ich verzichte 
aber auf Wiedergabe von 
Kurven, weil sie kein ein- 
heitliches Bild liefern. Die 
Apfelsaure schließt sich in 
ihrem Nährcharakter der 
Wein- und der Malein- 
säure an und fordert die 
Keimung in Mengen von 
0,02 bis 0,005 %. Die 
Kurve verlauft aber von 
0,1 bis 0,03% manchmal 
über, manchmal unter der 
Kontrolle, so daß keine 
spezifische Wirkung zu er- 
sehen ist. 


Existiert überhaupt eine ,, spezifische Wirkung“ ? Oder beruht 
etwa die Wirkung jeder Säure auf gleichen Eigenschaften, z. B. auf 
dem und dessen Veränderung bei verschieden großen Zusätzen l 
A. Niethammer (1928) erklärt mit vielen anderen (Literatur s. bei 
Niethammer) die Wirkungen von Stoffen für unspezifisch. Ich kann 
das Gegenteil nicht beweisen, glaube aber, daß Stoffe insofern spezifisch 
wirken, als ihre physikalischen Eigenschaften (Diffusion, etwaiger 
Dissoziationsgrad, Oberflächenspannung, Molekulargewicht und -Volu- 
men u. a.) und die Eigenschaften, die sie hinsichtlich ihrer Angreifbar- 
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keit durch Pilzenzyme haben, verschieden sind. Dem dürften die 
Kurven entsprechen, in denen der Säuregehalt in Molbruchteilen 
angegeben ist. Borteis (1929), der die biokatalytische Wirkung 
von Elementen untersucht hat, tritt auch für deren Spezifität 
ein. Die Meinungen der Autoren sind indessen nicht ohne weiteres 
zu vergleichen, weil der Begriff ,, spezifisch“ nicht einheitlich 
definiert ist. 

Um festzustellen, ob etwa eine Abhängigkeit der Sporenkeimung 
vom Säuregrad nachzuweisen ist, habe ich zunächst das p H kolori- 
metrisch an Lösungen der Säuren in destilliertem Wasser gemessen. 
Später wiederholte ich dies bei meinen genaueren Versuchen über die 
/Mndolylessigsäure und habe die Lösungen dieser Säure in destilliertem 
Wasser mit dem oben (S. 328) genannten „Pehavi“ geprüft. Das 
Ergebnis war, daß man die $-Kurve der Schädigung, wie sie bei den 
Sauren mit reinem Reizcharakter auftritt, wohl auch auf das p H zurück- 
fuhren kann. Wenn also 1 % Essigsäure, Schwefelsäure oder Salzsäure 
die Keimung verhindern, kann das zweifellos eine p H Wirkung sein. 
Ob das noch bei der /Mndolylessigsäure zutrifft, scheint mir fraglich. 
Betrachtet man die Gesamtkurve der /Mndolylessigsäure, von der die 
0,1 0/ o ige Lösung ein p H von 4,8 und die 0,01 %ige eines von fast 7 hat, 
so könnte man direkte Abhängigkeit der Keimung vom p h annehmen. 
Vergegenwärtigt man sich aber, daß von 0,07 bis 0,035% der p H -Wert 
nur von 5 auf 5,5 ruckt, so scheint der Keimerfolg nicht damit in Ein- 
klang zu stehen. Bei gleichen Mengen der Nährsauren ändert sich das 
p H ebenfalls, aber eine unmittelbare Abhängigkeit der Keimung davon 
ist nicht festzustellen. Schließlich durfte der überall auffallende Knick 
der Kurve — bei der /Mndolylessigsäure bei 0,03 bis 0,02% — nicht 
auf pH-Wirkungen zurückzuführen sein, denn der pn-Wert kann sich 
nicht diskontinuierlich andern. Allein auf die Azidität ist dagegen die 
Erscheinung der Riesenzellen und der Mycelschwellungen zurückzu- 
fuhren, was auch Brown annimmt, wie überhaupt die Azidität vornehm- 
lich, vielleicht auch nur, das Wachstum beeinflußt. [Siehe dazu auch 
Schmucker (1935).] 

Die p H -Wirkung kann auch sonst von großer Bedeutung sein. 
Z. B. ist die ,, Lebenskraft“ eine Funktion des p H - Wertes in den Ver- 
suchen von Cruess, Richert und Irish (1931), die gefunden haben, daß 
zur Abtötung von Pilzen, Hefen und Bakterien bei einem p H von 5 bis 9 
mehr Natriumbenzoat, -salicylat, -sulfit oder Kaliumacetat genommen 
werden muß als bei einem pn von 2 bis 4,5. Eine ganze Reihe anderer 
Forscher haben sich außerdem mit der Wirkung des p H - Wertes auf 
Wachstum und Keimung befaßt. Dabei sind Ergebnisse heraus- 
gekommen, die Schädigungskurven ergeben, und mit denen man keine 
spezifischen Wirkungen einzelner Säuren erklären kann. 
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Ergebnisse. 

Nach dem soeben Besprochenen ist die Wirkung doch spezifisch 
und säureeigen. Das einzige, was für den Pilz den Charakter eines 
Stoffes ausmaclit, sind seine Reiz- und Emährungseigenschaften. 

Über Stoffe, die die Ernährung beeinflussende Reize auf Pilze ausüben, 
liegen außerordentlich viele Arbeiten vor. Bereits 1845 stellte Braconnot 
fest, daß Gifte eine Stimulationswirkung haben können. Zum Ausgangs- 
punkt für die meisten Untersuchungen wurde aber bekanntlich die so auf- 
fällig das Wachstum von Aspergillus mger fordernde Wirkung von Zink- 
sulfat, die erstmalig Raulin (1869) beobachtete. An ihn schlossen sich in 
zeitlicher Reihenfolge Richards (1897), Ono (1900), Richter (1901), Jamliier 
(1908), Bertrand (1911 u. ff.), Pringsheim (1914), Steinberg (1918 u. ff.), 
Gassner (1926), Niethammer (1927 u. ff.), Gracanin (1928), Borteis (1929), 
Metz (1930), Mac Hargue (1931), Borges (1932) und viele andere an. Hier 
interessiert natürlich nicht im einzelnen, was für eine Rolle das Zinksulfat 
im Leben des Aspergillus und anderer Pflanzen spielt. Aber es ist für die 
Auffassung von ,,Reiz“ und „Ernährung“, die sich in der langen Zeit eigent- 
lich wenig geklärt hat, wichtig zu wissen, wieviel darüber gearbeitet worden 
ist. Heute weiß man endlich durch Stemberg, Borteis , Roberg und Sommer , 
daß Rauling Auffassung, Zink sei ein unentbehrliches Element, fiir Pilze 
und höhere Planzen gleichermaßen zutrifft, Borteis besonders hat da^ 
Verdienst, die Wirkung des Zinks als Biokatalysator durch seine Erklärungs- 
versuche dem Verständnis naher gebiacht zu habet. Andeie Metalle, 
wie Eisen, Mangan, Kupfer, Nickel, Kobalt, vielleicht auch manche andere, 
üben auch bestimmte Reize aus, die sich alle dann äußern, daß der Pilz 
(in den meisten Fallen Aspergillus niger) seine Nahrungsaufnahme in be- 
stimmter Weise verändert. Chemische Stoffe - — es können ja außer 
Metallen auch andere, z. B. sogar Chloroform ( Latham (1905)] sein — 
wirken nur wahrend ihrer Anwesenheit, eine Nachwirkung, wenigstens 
eine dem Reizstoff zuzuschreibende, tritt nicht ein. Die Erklärung all 
dieser „Reiz “-Erscheinungen bei Pilzen steht im starken Mißverhältnis 
zu den zahlreichen Untersuchungen und ist nach den vorliegenden Ergeb- 
nissen nicht bündig zu geben. R. Meyer (1930) wendet sicli scharf gegen 
die Aufstellung von Theorien auf Grund unzureichender Versuche und 
weist mit Recht darauf hin, daß Zahl und Gewicht der systematischen 
Fehler die Meßfehler und Streuungen, für deren alleinige Korrektur die 
Fehlerrechnung da ist, bei weitem iiberwiegen. Dazu kommt, daß Pilze 
auf viele Klemstbedingungen reagieren, die man im Versuch nicht kon- 
trollieren kann, daher die allbekannten „Schwankungen“. Kurz, im Grunde 
durfte man zur Stunde gar keine Erklärungen geben für Reizerfolge. 
Dennoch hat bereits Pfeffer (1895) erörtert, wie Erfolge, etwa die Raulin s, 
zu erklären seien. Soweit katalytische Reize in Betracht kommen, wie im 
Falle des Zinksulfats, darf man wohl die Steigerung des Stoffwechsels und 
der sonstigen Lebensvorgange als Abwehrreaktionen des bedrohten Orga- 
nismus auffassen \ Pfeffer, Gassner (1926)]. Von wirklichen Reizen spricht 
Pfeffer als von „physiologischen Auslösungen“, und dann hegt bereits der 
Begriff „Katalyse“. Man kann also die Erscheinungen um den „Reiz“- 
Begriff vielleicht einteilen in echte Reize : Auslosungen durcli Stoffe, die 
entweder nicht mit in den Stoffwechsel gerissen werden oder wenig-tens 
nicht ab r ebaut werden können und somit Katalysatoren gleichkommen 
(für diese gelten Borteis Erkläiung*. versuche), und in scheinbare Reize , die 
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lediglich eine ernährungsphysiologische Erscheinung darstellen, insofern bei 
ihnen der Reizstoff mit verarbeit et und abgebaut wird. In solchen Fallen 
trägt (nach Pfeffer) „der Anstoß einen Energiezuwachs in die Reizreaktion.“ 
Auf die-e Fälle kommt e« lie" an bei der Erklärung des Keimverhaltens 
der Sporen von Bombardia lunata und auf die e „Induktoren“ nach 
Mittaach (1935), dar in seiner Übersicht über die Biokatalysatoien diese 
zweierlei Stoffe Katalysatoren und Induktoren r ennt, zwei Namen, die sich 
durd aus verwenden la^en. 

Ich bin auf Grund meiner Versuchsergebnisse zu folgender Arbeits- 
hypothese gekommen: Man kann sich die Wirkung eines jeden Stoffes, 
der für Reiz oder Ernährung eines Pilzes irgend in Frage kommt, auf 
einer Geraden dargestellt denken, auf der nach der einen Seite der Reiz- 
wert, nach der anderen der Ernährungswert so aufgetragen ist, daß 
beide sich zu 100, also der vollen Wirkung aus beiden Komponenten, 
ergänzen. So ergibt sich ein Schema physiologischer Klassifizierung, 
das alle Stoffe, die für Reizung, also Förderung und Schädigung, und 
Ernährung von Pilzen in Betracht kommen, umfaßt. Freilich wissen 
wir nicht von Prozent zu Prozent den Reiz- und Nährwert eines Stoffes, 
aber wir können ihn etwa schätzen. Die Schätzung ist nicht ganz will- 
kürlich, sondern geschieht durch Vergleichen der Kurven. Der Reizwert 
eines Stoffes, der bei 0,1 % keine Keimung mehr zuläßt, ist selbst- 
verständlich größer als der eines anderen, der noch die Keimung von 
40% Sporen erlaubt. Die Keimung der Sporen bei 0,1% Maleinsaure 
oder Weinsäure zeigt den überwiegenden Nahrgehalt dieser Sauren 
an usw. 

Bei der Weinsaure verhalten sich Reiz- und Nährwert etw T a wrie 
40:00%, bei der Maleinsaure wde 50:50%, bei der Apfelsäure wie 
25: 75%, bei der Essigsäure wie 00:40% und bei der /Mndolylessig- 
säure wie 90: 10%. Da also bei Wein-, Malein- und Apfelsäure der 
Nährwert 40 bzw\ 50 bzw. 75 % betragt und der Sauregrad nicht stark 
hervortritt, erhielt ich bei 0,1 % Säurezusatz Keim prozente in der Nähe 
der Kontrolle. Die Stelle, wo die Keimungskurve die Kontrolle beim 
Aufsteigen schneidet [in der Kurve für Maleinsäureeinzelw r erte vielleicht 
bei 0,06 %, in der der Serienversuche (mit viel höherer Kontrolle, siehe 
S. 330) bei 0,05 %, in beiden Weinsäureserienkurven bei 0,032 %] 
wäre demnach aufzufassen als der Gehalt an gelöster Säure, dessen abso- 
lute Reizmenge neutral wirkt (s. S. 331/332). Das Keimungsoptimum 
(in der Kurve für Maleinsäureeinzel werte bei 0,033%, Serienwerte 
0,01%, Weinsäureserien zwischen 0,02 und 0,01%) ist zu verstehen 
als der Punkt, an dem der Heizwert klein genug ist, um als Stimulans 
zu wirken, d. h. an dem der Wirkungsgrad des fördernden Anteils den 
höchsten Grad erreicht hat, und an dem der Nährwert groß genug ist, 
um eine der Auslösung entsprechende Keimung zu gewährleisten. Ein 
absoluter Reiz, ein Stoff mit 100% Reizwert, ist sinnlos bei der künst- 
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liehen Kultur unserer Pilze. Wenn nämlich das Substrat des Pilzes 
Reizstoffe enthält bei ungenügender Nahrung, so verzehrt der Pilz 
alles, was er erreichen kann, und dann tritt Autolyse ein. [Das starke 
Abfallen der Wachstumskurve eines anfänglich mit Zinksulfat gereizten 
Aspergillus niger ist von Richter (1901) zuerst bemerkt worden.] Nur 
wenn die nötige Nahrung nach Menge und Güte da ist, kann ein Reiz 
sinnvoll wirken. Schon Pringsheim s Versuche mit Zinksulfat zeigen 
eine Förderung durch das Gift erst bei höheren Nährstoffkonzentrationen. 
Auch nach Niethammer (1927) steht der Giftwirkung nur bei guter 
Ernährung eine Reizwirkung gegenüber. Pfeffer , Butkewitsch und 
Orfow (1922) haben darauf hingewiesen, daß katalytische Reize — 
möglicherweise auch scheinbare — den Pilz veranlassen, ökonomischer 
zu arbeiten, d. h. seine Nahrung besser auszunutzen. Auch das ist 
aber eher eine allgemeine Beschleunigung der Lebensvorgänge als eine 
wirkliche Förderung. Denn der Pilz hat in natura nicht das Bestreben, 
alles, dessen er habhaft werden kann, sich unverzüglich einzu verleiben, 
sondern sein ,, ökonomisch es Arbeiten“ besteht vielmehr gerade darin, 
daß er gute Nährstoffe in bestimmten Mengen gleichsam aufspart und 
zu guter Zeit Nährstoffe mit verbraucht, mit denen allein er in schlechten 
Zeiten nicht lange auskommen könnte. 

Gerade das hat Pfeffer an Aspergillus niger und Penicillium ghiucum 
naehgewiesen, denen er je einen guten Nährstoff (d. h. nach obiger Hypothese 
einen Stoff mit staik überwiegendem Nahrgehalt), nämlich Dextrose 
(vielleicht 95 ° ( , Nah) wert) oder Pepton, mit einem schlechten, wie Essig- 
säure, Glycerin oder Milchsauie, zusammen gab. Er untersuchte dann, ob 
und in welchem Maße ein Stoff den andern vor Verbrauch schützt. Dabei 
stellte sich vor allem heraus, daß die Essigsäure, che, weil sie die Dextrose 
nicht vor Verarbeitung schützt, ein schlechter Nährstoff ist, durch Dextrose 
ihrerseits nicht vor Verbrauch geschützt wird. Pfeffer gibt ferner an, daß 
Essigsäure, Glycerin und Milchsäure das gemeinsam haben, daß sie alle 
drei eine schlechtere Nahrung für die Keimungsstadien sind als für* das ent- 
wickelte Mycel. Damit dürfte in Einklang stehen die besonders starke 
Mycelentwicklung an den Kurvenpunkten der Essigsäure, an denen die 
Keimwerte über die Kontrolle hinausgekommen sind. Gerade die Essig- 
säure ist ziemlich schwer zu klassifizieren und zeigt, wie individuell und 
vorsichtig man die Erklärungen zu geben bemüht sein muß. Viele Pilze 
sind bekannt, die Essigsäure bilden und angreifen. Sie wird leicht assimiliert 
und gern auf genommen, obwohl sie nach Pfeffer ein schlechter Nährstoff 
ist. Ihr ziemlich hoher Reizwert, das Supplement zu 100, liegt demnach 
einerseits in der Wirkung ihres Näuregrades und andererseits gerade in 
ihrer physiologischen Geringwertigkeit. 

Wir wissen heute einigermaßen genau, nicht nur daß Zwischen- 
produkte, sondern auch welche bei den Gärungsvorgängen gebildet 
werden, und kennen z. B. außer Alkohol noch andere Produkte, die 
zwischen Zucker und Kohlensäure stehen. Der Zucker wird verzehrt, wird 
aber nicht vollständig verbrannt, sondern der Pilz erfaßt nur einen 
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Teil seines Nährgehaltes. Die Zwischenprodukte haben also, wenigstens 
in der Gesamtheit gesehen, einen immer geringeren Nähr- und einen 
daher immer steigenden Reizwert bis hin zur Kohlensäure, bei der dann 
die Ausnutzung des Nährstoffes zu Ende ist [siehe dazu auch W. Thies 
(1930)]. Die Reizwerte der Zwischenprodukte liegen also um so höher, 
je weiter der Nährstoff abgebaut ist. Die Essigsäure wird als Zwischen- 
produkt demnach erst gebildet, wenn der Abbau des Nährstoffes schon 
ziemlich vorgeschritten ist. Somit ist auch die Wirkung der /Mndolyl- 
essigsäure als ,, Wuchsstoff“ durchaus verständlich. Nach dem eben 
Dargelegten ist sie ein Erzeugnis, das erst gegen Schluß des Ernährungs- 
vorganges von dem Pilz gebildet wird. Dennoch ist sie nicht als „Abfall- 
produkt“ zu werten, denn nach Pfeffer kommen „auch die Eigen- 
produkte als reale Existenzen in Betracht“. „Und wenn ein ver- 
arbeitbarer Körper (der also noch einen Nährgehalt hat!) zur Ent- 
stehung kommt, so ist eben damit angezeigt, daß er in statu nascendi 
unter den obwaltenden Verhältnissen nicht der Verarbeitung anheim- 
fiel . . .“ Vor allem aber: „Ohne zureichende Beachtung des Zusammen- 
wirkens der Nahrung und der Produkte ist an ein Verständnis der 
realen Umsetzungen im Organismus nicht zu denken. Doch darf man 
nie vergessen, daß schon die Produktionstätigkeit an sich verschieden 
sein kann, daß also eine Variation in den Erzeugnissen nicht schlechthin 
in veränderter Konsumierung und Deckung begründet sein muß.“ 

Die Ergebnisse meiner Versuche legen eine Vorstellung nahe, die 
sich an die Ansichten Pfeffere ansohließen läßt: Der Nährstoff wird 
zunächst einmal verzehrt und unvollständig verdaut. Dann wird ein 
Zwischenprodukt gebildet mit geringerem Nähr- und höherem Reiz wert. 
Dieses wird wieder verzehrt und so fort, bis am Ende der Nährwert 
gegen ö sinkt und der Reiz wert gegen 100 steigt. Die Zugabe von 
Stoffen mit so hohem Reizwert ist nur dann sinnvoll, wenn, wie das 
in der Natur zu sein pflegt, der Pilz nun eine weitere Menge von Nährstoff 
in Angriff nehmen kann. In diesem Falle w ird der Vorgang der Nahrungs- 
aufnahme optimal immer weiter gehen, denn der kleinen Menge von 
Stoffen mit gegen 100 % Reizwert wird normalerweise die entsprechende 
große Menge Nährstoff gegenüberstehen. Dann ist es meines Erachtens 
auch kein Zufall, wenn ein Stoff wde Maleinsäure mit 50 : 50 % ab- 
geschätztem Reiz- und Nährwert die besten Ergebnisse bezüglich 
Keimungsförderung gezeitigt hat, und zwar sogar noch bei einer Kon- 
trolle von über 71 %. 

Zu der vorhin bereits erwähnten Beschleunigung der Lebens- 
vorgänge vorwiegend durch katalytische Reize ist noch nachzutragen, 
daß im Zuge der Reizwirkung Zwischenstufen offenbar übersprungen 
werden, der Oxydationsprozeß also intensiviert wird. So sagt Bern - 
hauer (1932, S. 87) über den Einfluß von Wachstumsstimulatoren, „daß 
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ihre Gegenwart für die Saurebildung in der Regel ungünstig ist, da durch 
sie zuviel Zucker für den Wachstumsprozeß verbraucht wird und so für 
die Saurebildung verloren geht“. Andere Forscher bestätigen das. 
Wenn Porges (1932) mitteilt, daß AspergiUus niger in 10%iger Zucker* 
lösung mit 0,01% Zinksulfat neben höherem Trockengewicht mehr 
Citronensäure gebildet hatte, so widerspricht das dem Gesagten nicht« 
Denn wenn die Lebensvorgänge intensiviert und Zwischenstufen über- 
sprungen werden, so kann gerade die noch übrigbleibende Zwischenstufe 
einen höheren Ertrag ergeben als gewöhnlich. 

Zu besprechen bleibt noch die merkwürdige Erscheinung des in 
jeder Kurve auftretenden Knickes. Der Knick war mir von vornherein 
aufgefallen und blieb immer an der gleichen Stelle, die von einer Säure 
zur anderen wechselt, für jede aber charakteristisch ist. Es schien möglich, 

daß der Knick nur ein regel- 
mäßig wiederkehrender 
Fehler sei. Darum suchte 
ich durch eine große Zahl 
von Wiederholungsver- 
suchen am charakteristi- 
schen Beispiel der ß-In~ 
dolylessigsäure die Ent- 
scheidung herbeizuführen 
mit dem Ergebnis, daß der 
Knick nicht verschwunden 
ist, obwohl 19000 bis 
24000 Sporen an jedem 
zweifelhaften Kurvenpunkt 
und 148045 insgesamt, davon 23800 zur Kontrolle gezählte, in 
Betracht gezogen worden sind (Abb. 7). Zwar sinkt der Wert 
von 0,02% nicht mehr unter den von 0,03% Säure. Sein Steigen 
um 1,62% ist aber so gering, daß sich für die Gesamtkurve 
doch noch ein offensichtlicher Knick ergibt. Wenn der Knick bei der 
ß - Indolylessigsäure wirklich real ist, und wenn die bei den drei anderen 
geprüften Säuren stets auftretenden Knicke gleichfalls als gesichert 
angesehen werden können, muß nach einer Erklärung gesucht werden. 

Das Verständnis erleichtert eine Aufzeichnung der Kurven nach 
der Molarität der Säuren statt nach Gewichtsprozenten (Abb. 8). 
Für eine Erklärung der Knicke wie auch des Verlaufs aller Kurven 
kommt wohl in erster Linie die Diffusion in ihrer Beziehung zur Per- 
meabilität der Sporenmembran in Betracht. Wie die Säuren wirken, 
die in die Sporen diffundieren, ist mit Hilfe meiner Arbeitshypothese 
über den Nähr- und Reizgehalt jedes Stoffes verständlich. Und der 
Knick kann durch folgende Überlegung am Beispiel der ß-Indolylessig- 
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Abb. 7. Kurve des Gesamtdurchschnitts der ln Ver- 
suchen mit fMndolylesslgsfcure erhaltenen Werte. 
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säure vielleicht dem Verständnis erschlossen werden : Von 0,05 bis 0,03 % 
(entsprechend einer Molarität von 0,00175 bis 0,00284) Zusatz — 
diese Stufen kommen ja hauptsächlich in Betracht — steigen die Keim- 
prozente an oder, besser, wird die Keimung immer weniger gehemmt. 
Die Konzentration ist hier also groß genug, daß die Säure jeweils die 
dicke Sporenmembran durchdringen kann. Sie kommt von allen Seiten 
gleichmäßig an das Plasma heran und schädigt es physiologisch und 
damit die Keimung. Ein etwaiges Keimschlauchwachstum der ge- 
keimten Sporen ist durch den zu hohen j>H-Wert ausgeschlossen. Je 
geringer die Menge zugesetzter Säure wird, desto kleiner wird die 
Schädigung, desto höher steigen die Keimprozente. Ein Säuregehalt von 



Abb. 8. Die Gesamtdurchschnittskurve der /J-Indolylessigsaure (J), der Durchschnitt der 
beiden Weinsäurekurven in Abb. 5 (IT), die Maleinsäureserienkurve in Abb. 4 (M) und die 
Essigsäurekurve in Abb. 1 (E), alle mit Angabe des Säuregehaltes in Mol statt Gewichts- 
prozent. Der bei 0 Mol eingezeichnete Wert bedeutet den jeweils dazugehörigen Kontroll- 

wert. 


0,02% (entsprechend einer Molarität von 0,00116) ist nicht mehr in der 
Lage, die dicke Sporen wand in der immer gleichen, der Spore zur Keimung 
zur Verfügung stehenden Zeit zu permeieren. Die Sporen, die übrigens 
bei Bombardia lunata fast immer nur einen Keimporus haben, erreichen 
während dieser Zeit den optimalen Quellungsgrad ihrer Membran, der 
Voraussetzung für die Keimung ist. In vollturgeszentem Zustand, 
wenn die Sporen unmittelbar vor der Keimung stehen, dehnt und wölbt 
sich das zarte Verschlußhäutchen der Keimpore und bietet der Säure 
die Möglichkeit, an dieser dünnen Stelle in die Sporen einzudringen. 
Hier schädigt die Säure das Plasma an der empfindlichsten Stelle. Daß 
die Keimprozente, wenn die Säure durch den Porus eindringt, niedriger 
liegen, als wenn sie durch die ganze Membran permeiert, kann erklärt 
werden, indem von der am Keimporus eindringenden Säure nur der 
Beizgehalt wirkt, der das Plasma lokal sehr schädigt und die Sporen 
am Auskeimen hindert. Vielleicht tritt dort eine Entquellung ein. 
Kommt die Säure dagegen von allen Seiten, so kann sofort ihr Nähr* 
gehalt ausgenutzt werden. Insofern erhöht sie die Lebenskraft der 
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Spore, und der Beizgehalt der Säure wirkt nicht als Schädigung, 
sondern als Stimulans. 

Das Wachstum ist bei 0,02 % (0,001 10 Molarität) /3-Indolylessig- 
säure nur wenig gehemmt, nur noch verlangsamt. Daher haben nicht 
geschädigte, gekeimte Sporen hier ein Mycel von 8 bis 12 Sporenlängen 
(Abb. 2, S. 333). Bei den weiteren geringeren Säuremengen nimmt die 
Wachstumsverlangsamung stetig ab: Das p H nähert sich 7. Bei 0,01 % 
(0,0006 Molarität) Säurezusatz ist die Schädigung durch den Keim- 
porus noch geringer, und die absoluten Reizmengen nähern sich dem 
physiologischen Optimum, das (außer bei der ß - Indoly lessigsäure ) als 
Maximum der Kurve auftritt. Werden die Reizmengen noch kleiner, 
so hört eben der zusätzliche Ernährungsreiz — und bei der /Mndolyl- 
essigsäure der Schädigungsreiz — auf, und die Kurve läuft gerade auf 
die Kontrolle zu. Das ist nicht immer gut zu sehen, weil hier bei den 
gegen 0 strebenden Zusatzwerten die „systematischen“ Fehler Meyers 
wieder fühlbarer werden und ein genaues Ergebnis sehr erschweren. 

Die Abb. 3, S. 334 zeigt das Keimbild bei 0,03 % /J-Indolylessig- 
säure etwa 260 fach vergrößert, Abb. 4, S. 335 zeigt die Keimung bei 
0,02%. Die Schalen sind der gleichen Serie entnommen. Die Sporen 
waren mit Formol abgetötet. Zur Aufnahme wurden Stellen gewählt 
mit möglichst viel gekeimten Sporen. 

Von den Kurven der Nährsäuren ist die der Maleinsäure nicht schwer 
zu verstehen. Eine richtige Schädigung gibt es in den untersuchten 
Grenzen überhaupt nicht. Der eine Knick ist wohl ebenso zu erklären 
wie bei der ß-Indolylessigsäure. Hier hat man sich wiederum vor- 
zustellen, daß durch die Keimpore eindringende Säure die Keimung 
verhindern kann, durch die ganze Membran diffundierende dagegen 
weniger. 

Die seltsame Wiederholung des Knickes bei der Weinsäure ist 
indessen schwerer verständlich. Für den Einzelfall ist grundsätzlich 
die gleiche Erklärung anzunehmen. Ein Doppelknick tritt aber gerade 
nur bei der racemischen Wein- und Apfelsäure in ganz ähnlicher Form 
auf. Man könnte daher vermuten, daß die Sporen eine enzymatische 
Spaltung vornehmen, wobei zuerst die eine, dann die andere Form der 
Säure gleichartig wirkt. 

Besonders die Gesamtkurve für die ß - 1 ndoly lessigsäure zeigt die 
Form einer Schädigungskurve. Insofern alle vier Säuren in (verschieden) 
starker Lösung die Keimung hemmen, kann man auch für alle Fälle 
$- Kurven erwarten, die nur durch die Förderung in kleinen Mengen 
modifiziert werden. Besonders schön zeigt das die Essigsäurekurve. 
Auf Grund meiner Versuche und meiner Arbeitshypothese kann ich 
also als mögliche Kurven annehmen für reine Reizstoffe eine eindeutige 
Ä-Kurve und für Stoffe mit Förderungskraft Kurven, die früher oder 
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später mehr oder weniger über die Kontrolle hinauskommen, um sich 
dann den Kontrollwerten wieder anzuschmiegen, vorausgesetzt, daß 
keine oligodynamischen Wirkungen auf treten. 

Zusammenfassung. 

1. Die /Mndolylessigsäure hat unter guten Keimungsbedingungen 
keine stimulierende Wirkung auf die Keimung der Askosporen von 
Botnbardia lunata . Die Gesamtkurve der Keimung bietet vielmehr 
das Bild einer Schädigungskurve. Die Kurve kann indessen bei höherer 
Lage der Kontrollen höher, aber trotzdem stets unter der Kontrolle 
liegen, bei tieferen Kontrollen kann dagegen eine Förderung durch die 
Säure beobachtet werden, d. h. die Kurve übersteigt in dem bestimmten 
Bereich die Kontrollkurve. 

2. Mit Malein-, Wein- und Essigsäure wurden gleichfalls Versuche 
durchgeführt. Ihre Ergebnisse sind auch in Kurven festgehalten, die 
grundsätzlich den ß - Indoly lessigsäurekur ven gleichen. 

3. Die auf gefundenen Beziehungen zwischen den Mengen ge- 
keimter Sporen in Versuch und Kontrolle bei verschieden hohen Säure- 
zusätzen habe ich mit Hilfe einer Arbeitshypothese zu verstehen und 
zu erklären versucht. Es wird angenommen, daß in jedem Stoff, der 
einem Pilz zur Verfügung steht, sich Nährwert und Reizwert zu 100 % 
ergänzen. Diese Auffassung ist möglich auf Grund von Pfeffer s An- 
schauungen über die Ernährung von Pilzen. 

4. Danach kann man in echte Reize und in scheinbare Reize ein- 
teilen. Jene werden durch Katalysatoren, die in den von ihnen aus- 
gelösten Stoffwechselvorgang nicht mit hineingerissen werden, ein- 
geleitet, diese durch Induktoren, die anteilgemäß mitverbraucht werden. 

5. Für die Wahl und Anwendung von die Sporenkeimung stimu- 
lierenden Stoffen ist also einerseits das günstigste Verhältnis von Reiz- 
zu Nährwert in dem betreffenden Stoff und andererseits das günstigste 
Verhältnis des Reizwertes des Stoffes zu den sonstigen, den Pilz oder 
die Spore umgebenden Substanzen maßgebend, wie Pringsheim und 
Niethammer zeigten. 

ö. Bei den Kurven aller Säuren kann an einem charakteristischen 
Punkt ein Knick beobachtet werden. Die Ursache dieser Erscheinung 
liegt offenbar darin, daß von einer bestimmten Säurekonzentration 
abwärts die Säure in der zur Keimung zur Verfügung stehenden Zeit 
nicht mehr die ganze Sporenmembran durchdringen kann. Unmittelbar 
nach Unterschreitung dieses Schwellenwertes kann die Säure aber noch 
die Verschlußhaut der Keimpore durchdringen, dort das Plasma un- 
mittelbar schädigen und somit die Spore am Auskeimen hindern. Noch 
geringere Säuremengen können die Keimprozente erhöhen, wenn der 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8 . 04 
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Wirkung des Beizgehaltes ein etwa gleicher Nährgehalt entspricht 
wie bei Malein-, Wein- und Essigsäure. 

Die Erscheinung zweier Knicke bei der Wein- und Apfelsäure 
könnte auf eine enzymatische Spaltung dieser racemischen Säuren — 
nur die racemischen Formen wurden angewandt — durch die Sporen 
zurückgeführt werden. Man hätte sich dann vorzustellen, daß erst 
von einer bestimmten Säuremenge an abwärts (nach dem ersten Knick) 
die optisch aktiven Formen auftreten und einen neuen Knick nach der 
obigen Erklärung verursachen. 

7. Auf Grund der erhaltenen Kurven und obiger Arbeitshypothese 
kann man für alle sonstigen zu untersuchenden Stoffe zwei Typen 
von Kurven erwarten, reine Schädigungskurven und Kurven, die irgend- 
wann die Kontrolle überschreiten bis zu einem Maximum, um sich ihr 
dann wieder zu nähern. 

Modifiziert werden können alle Kurven durch Permeabilitäts- 
unterschiede an verschiedenen Stellen der Membran (z. B. Keimporen). 

Die Versuche zu vorliegender Arbeit wurden in der Zeit von April 
1935 bis Oktober 1936 im Botanischen Institut der Johann Wolfgang 
Goethe-Universität in Frankfurt a. M. ausgeführt. Herrn Prof. Dr. 
Fr. Laibach möchte ich an dieser Stelle für seine rege Anteilnahme 
und stete Förderung herzlich danken. Ferner danke ich Herrn Dr. 
H. Zickler für manche Anregung und Gefälligkeit sowie Herrn K. Reis 
für die Anfertigung der Mikroaufnahmen bestens. 
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(Aus dem Institut für Biochemische Technologie an der Technischen 
Hochschule in Wien.) 

Über den Sauerstoffrerbrauch 
und das Redoxpotential der Essigsäurebakterien* 

Von 

Alexander Janke. 

(Eingegangen am 6 . Juli 1937.) 

Ver8uch8ergebnis8e mit der Warburg- Apparatur. 

Kluyver und Hoogerheide 1 hatten — geleitet von dem Bestreben, 
die Messung des Redoxpotentials von Hefesuspensionen in Puffer- 
lösungen in dem gleichen Gefäß vorzunehmen, in dem auch die Be- 
stimmung des Stoffwechsels erfolgt — in dem Manometergefäß des 
Warburg sehen Apparates eine Edelmetallelektrode angebracht und auch 
durch einen Kapillaragarheber für eine Elektrolytverbindung gesorgt. 
Diese Einrichtung benutzte nun auch Cozic 2 zur vergleichenden Unter- 
suchung des Sauerstoffverbrauchs und des Redoxpotentials von Suspen- 
sionen verschiedener Essigsäurebakterien und zwar von Betet. ( Aceto - 
bester) rancens, pasteunanum > peroxydans , xylinuvn , aceti , suboxydans 
und melanogenum . 

Die in einem Acetatpuffer (pn = 5,5) unter Zusatz von 1 % Äthyl- 
alkohol mit je 10 mg Bakterientrockensubstanz auf 100 ccm der 
Lösung ausgeführten Versuche ergaben ganz bedeutende Unterschiede 
in der Atmungsintensitat oder - besser ausgedrückt — im Sauerstoff- 
verbrauch; so betrug dieser innerhalb 3 bis 4 Stunden je mg Bakterien- 
trockensubstanz bei B. peroxydans 1200 emm 0 2 , bei B. suboxydans 
hingegen bloß 250 ; der der übrigen Bakterien lag zwischen diesen beiden 
Grenzwerten. Die Redoxpotentiale hingegen zeigten eine ziemliche 
Übereinstimmung, indem sie sich um 330 bis 350 mV, entsprechend 
einem rH 2 von 22 bis 23 bewegten. 

Ferner ergab sich die Merkwürdigkeit, daß bei Steigerung der 
Bakterienmenge sowohl der Sauerstoffverbrauch als auch das Redox- 
potential stark zurückgingen. 

Cozic äußerte die Vermutung, daß für die verminderte Atmungs- 
inteüsitat die unzureichende Sauerstoffversorgung der Zellen verant- 
wortlich sei, da die Bakterien den gelösten Sauerstoff rascher verbrauchen, 
als bei der zulässigen Schüttelgeschwindigkeit die neuerliche Sättigung 
der Versuchsflüssigkeit mit diesem Gas möglich ist. Die Ursache der 

3 A. J. Kluyver u. J. ö. Hoogerheide, Biochem. Zeitschr. 272, 197 — 214, 
1934. * — 8 J M. Cozic, Rev. gen. de botan. 48, 141—155, 1936. 
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Potentialabnahme mit zunehmender Dichtigkeit der Suspension wurde 
in der teilweisen Umschaltung des aeroben auf den G&rungsstoffwechsel 
vermutet, zumal Neuberg und Simon 1 das Auftreten einer alkoholischen 
Garung bei anaerob gehaltenen Essigsäurebakterien beobachtet hatten. 
Cozic konnte jedoch mit den von ihr verwendeten Bakterien bei Luft- 
abschluß keine C0 2 - Bildung feststellen. 

Wie Verfasser bereits vor mehr als zwei Jahren vermutet und mit 
Kropacey 2 auch experimentell nachgewiesen hat, treten bei der Alkohol- 
säuerung mittels Suspensionen von Essigsäurebakterien wechselnde 
Mengen von Acetaldehyd auf, die mitunter bis zu 50% des Umsatzes 
betragen können. Es ist daher unstatthaft, bei der Essiggärung aus den 
Vorgängen im Gasraum — also aus dem Sauerstoffverbrauch — allein 
einen Schluß auf den Reaktionsverlauf in der flüssigen Phase zu ziehen, 
wie dies bei der manometrischen Methode nach Barcrojt- War bürg der 
Fall ist. 

Aldehydanhäufung und Änderung im Sauer stoff verbrauch bzw. im Elek- 
trodenpotential. 

Die Essigsäuregärung verläuft bekanntlich in zwei Stufen, wobei 
die Optimalwerte für die Wasserstoffionenkonzentration bei dem 
wirksamen Enzymsystem in beiden Stufen etwas voneinander abweichen. 
So wurde seinerzeit 2 bei Verwendung frischer Suspensionen von Bact. 
08 cenden 8 das p H -Optimum für die Alkoholoxydation zu 5,57 bis 6,0, 
jenes für die Aldehyddehydrierung jedoch zu 5,9 bis 6,7 ermittelt; 
daraus erklärt sich auch die von uns festgestellte Tatsache, daß mit 
fortschreitender Säuerung infolge der Verschiebung des ins saure 
Gebiet, die sich erfahrungsgemäß auch durch Pufferung nicht ganz 
vermeiden läßt, die Alkoholdehydrierung und mit dieser auch die 
Aldehydanhäufung begünstigt wird. Deren Förderung ergab sich ferner 
auch bei prozentualer Zunahme der vermehrungsunfähigen Zellen in 
der verwendeten Bakteriensuspension. 

Da nun die oben besprochenen Versuche von Cozic bei einem p& 
von 5,5 ausgeführt wurden, mußte eine ausgesprochene Bevorzugung 
der Alkoholoxydation gegenüber der Aldehyddehydrierung und daher 
eine erhebliche Anhäufung an Acetaldehyd eintreten. Die Essigsäure- 
bakterien, bei denen sich diese Erscheinung besonders stark zeigt, 
werden eine geringere Sauerstoffzehrung auf weisen als jene Arten, die 
hierzu weniger Neigung besitzen. Aber auch das Absinken des Redox- 
potentials mit steigender Zeilenzahl läßt sich durch Aldehydanhäufung 
erklären. Je stärker nämlich die Dichte der Bakteriensuspension ist, 

1 C, Neuberg u. E. Simon , Biochem. Zeitschr. 179, 443, 1926. — 

2 A. Janke u. St. Kropacey , Biochem. Zeitschr. 278, 37 — -59, 1935. 



$50 


A. Janke: 


um so rascher wird die Dehydrierung des Alkohols einsetzen und — da 
infolge des für die Alkoholoxydation günstigeren p «-Wertes von 5,6 
diese der Aldehyddehydrierung vorauseilt — die Konzentration an 
Acetaldehyd rasch zunehmen. Es ist daher wahrscheinlich, daß die 
Aldehydanhäufung ein Maßstab für die Verminderung des Sauerstoff- 
verbrauchs und die Ursache der Herabdrüekung des Elektrodenpotentials 
ist. Dies wird dann der Fall sein, wenn die Dehydrierung des Acet- 
aldehyds durch Essigsäurebakterien ein höheres Elektrodenpotential 
ergibt als die Oxydation des Äthylalkohols durch diese Mikroben, wobei 
die Frage, was das angezeigte Elektrodenpotential überhaupt vorstellt, 
zunächst unerörtert bleiben soll. 

Um diesen Sachverhalt zu prüfen, kam der nachstehend beschriebene 
Versuch zur Ausführung. Massenkulturen von Bact. ascendens auf Bier- 
agar 1 wurden von diesem mit sterilem Wasser abgeschwemmt, mehrmals 
sorgfältig gewaschen und durch mehrtägiges Stehen im Eisschrank 
gealtert. So ergab sich eine Bakteriensuspension, die im ccm 2,34 mg 
Bakterien-Trockensubstanz aufwies, entsprechend einer Gesamtzahl 
von 5,2 . 10 9 Zellen, die nach der Hefemischmethode 2 * ermittelt wurde. 

Die Feststellung des Elektrodenpotentials erfolgte mittels der nach- 
folgend beschriebenen Arbeitsweise. In sechs Bechergläsem (I bis VI) 
aus Jenaer Geräteglas von 50 ccm Inhalt wurden je 10 ccm eines Acetat- 
puffers vom ph = 5,49 eingefüllt. Der als Verschluß dienende Gummi- 
stöpsel wies fünf Bohrungen auf, und zwar für zwei blanke Platinelektroden 
von 1 qcm Flache, für einen Agarheber zur Verbindung mit einer gesättigten 
Kalomelelektrode und für Zu- und Ableitung der Luft; wenn keine 
Lüftung stattfand, erfolgte die Abschließung der fraglichen Öffnungen 
durch Glasstöpsel. 

Das Versuchsgefäß I erhielt zu den 10 ccm des Acetatpuffers einen 
Zusatz von 30,7 mg absolut. Alkohol, das Gefäß II einen solchen von 29,3 mg 
Acetaldehyd, so daß sich in beiden Fallen eine m/15-Losung des jeweiligen 
Substrates vorfand. Die Beimpfung erfolgte mit je 0,4 ccm der Bakterien- 
suspension, entsprechend 1 mg Bakterientrockensubstanz. Während diese 
beiden ersten Versuche der Beantwortung der Frage dienen sollten, ob 
das Elektrodenpotential der Bakteriensuspension in einer Acetaldehyd- 
lösung einen höheren Wert annimmt als in einer äquimolekularen Alkohol - 
lösung, waren die weiteren Versuche dem Studium des Einflusses der 
Bakterienmenge gewidmet, und zwar einmal in ungelüfteten Ansätzen 
(Gefäße III und IV) und ein andermal in gelüfteten ( Gefäße V und VI). 
Die Gefäße III und V erhielten die gleiche Bakterienbeimpfung wie I und II, 
die Ansätze IV und VI hingegen die zehnfache Menge, also entsprechend 
10 mg Bakterientrockensubstanz in 10 ccm. Um die hierbei schon ins 
Gewicht fallende Verdünnung durch die Bakteriensuspension ausuzschalten, 
wurde diese in der Elektrozentrifuge bei 3500 Touren ausgeschleudert 

1 Näheres über die Züchtung bei A. Janke u. St. Kropacsy, 1. c. — 

2 Vgl. A. Janke u. H. Zikes , Arbeitsmethoden der Mikrobiologie. Dresden 

u. Leipzig 1928. 
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daß demnach offenbar auch in allen anderen Ansätzen kein Luftmangel 
herrschte. 

Daß der Acetaldehyd nicht unmittelbar auf das vermutliche Redox- 
System der Bakterien, das sogenannte , , Bioindikatorsystem ‘ k nach 
Kluyver , wirkt, geht aus einem Versuch hervor, bei dem zum säuernden 
Betet, ascendens in Acetatpufferlösung Acetaldehyd hinzugefügt wurde, 
ohne daß eine Änderung des Elektrodenpotentials erfolgte. 

Zusammenfassung« 

Die bei der Essigsäuregärung zu beobachtenden Unstimmigkeiten 
betreffend Sauerstoffverbrauch und Elektrodenpotential lassen sich 
durch das Auftreten des Acetaldehyds als Zwischenprodukt zwanglos 
erklären, wofür bezüglich des Potentials der experimentelle Nachweis 
geführt wird. 



Sammelberichte. 

(Aus dem Institut für Mikrobiologie der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Uppsala.) 

Über den G&rungsmech&nismiis in der lebenden Hefezelle 1 . 

Von 

Ragnar Nilsson. 

Mit 14 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 1, Juli 1937,) 

Die relativ einfache Bruttoformel der alkoholischen Gärung : 

C fl H 19 0 6 = 2 C 2 H 6 OH -f 2 C0 3 

läßt kaum vermuten, daß es eine besonders schwierige Aufgabe sein müsse, 
das chemische Reaktionsspiel bei dieser Art von Kohlenhydratabbau 
in seinen Einzelheiten zu erforschen. Während der Entwicklung, die 
die Gärungschemie in diesem Jahrhundert erfahren hat, hat es sich 
indessen gezeigt, daß die scheinbar recht einfache Reaktion eine Menge 
Geheimnisse verbirgt, die äußerst schwer zu enträtseln sind. 

Man fragt sich, was die Veranlassung war, so ungeheuer viel Arbeit 
der Erforschung gerade dieser Reaktion zu opfern, wie man es tatsächlich 
getan hat, und warum man immer noch, obwohl das Problem nach allen 
diesen Bemühungen eigentlich nur noch komplizierter erscheint, als es 
anfänglich war, allen Grund hat, die Arbeit fortzusetzen. 

Ich glaube, daß wir die Antwort auf diese Frage in folgenden beiden 
Umständen zu suchen haben. Einmal ist die Hefe einer der am leich- 
testen zugänglichen und aus vielen Gesichtspunkten sympathischsten 
Stoffe für biochemische Untersuchungen. Gerade diesem Umstand 
haben wir es wohl zu verdanken, daß sich die Biochemie schon früh 
dem Kohlenhydratabbau in der Hefe in großem Umfang widmete. 
Dann stieß man aber beim Studium des Gärungsmechanismus noch 
auf verschiedene Teilreaktionen, die eine Bedeutung nicht nur für die 
alkoholische Gärung, sondern auch für eine große Anzahl vitaler Er- 
scheinungen im Tier- und Pflanzenreich haben. Es handelt sich hier 
um Reaktionen, die vielleicht die meisten Tier- und Pflanzenzellen 
— in gewissem Umfang — * verwenden, um einen sehr wichtigen Teil 
ihrer biochemischen Funktionen ausüben zu können. Dies gibt selbst- 
verständlich den in der Gärungschemie errungenen Ergebnissen einen 

1 Vorträg, gehalten im Verein für Mikrobiologie zu Stockholm am 
11. Dezember 1930 und in der Chemischen Gesellschaft zu Uppsala am 
13. Mai 1937. 



354 


R. Nilßson: 


verstärkten Wert und macht, daß die Erforschung dös Reaktions- 
mechanismus der alkoholischen Gärung heute noch als eine der an- 
regendsten Aufgaben der Biochemie erscheint. 

Das Ziel aller Untersuchungen über die alkoholische Gärung muß 
natürlich das sein, zu erforschen, wie die lebende Hefezelle sich verhält, 
um diesen typisch biochemischen Vorgang durchzuführen, und wie 
dieser Vorgang normalerweise in allen Einzelheiten in der lebenden 
Zelle verläuft. Alle Versuche, die über die normale, ungestörte Gärung 
mit lebender Hefe ausgeführt wurden, haben indessen nur sehr be- 
scheidene Beiträge zum Verständnis des Reaktionsmechanismus bei der 
Gärung gegeben. Eigentlich ist ja dies recht verständlich. Wenn wir 
von einigen in quantitativer Hinsicht weniger wichtigen Nebenreaktionen 
absehen, wie von dem Zuckerverbrauch, der durch die Atmung bzw. den 
Aufbau von Zellsubstanz bedingt ist, so wird ja bei der normalen Gärung 
der zugeführte Zucker vollständig zu Alkohol und Kohlensäure ab- 
gebaut — in jedem Zeitpunkt während des Gärungsverlaufs entspricht 
der verschwundene Zucker dem gleichzeitig gebildeten Alkohol und der 
entstandenen Kohlensäuremenge. Damit dies möglich ist, muß das 
Fermentsystem der lebenden, intakten Hefezelle offenbar derart organi- 
siert sein, daß die Intermediärprodukte, die beim Abbau entstehen, 
unmittelbar von anderen Teilenzymen der Hefe angegriffen und zu den 
Schlußprodukten weiter abgebaut werden — und zwar mit einer Ge- 
schwindigkeit, die diejenige nicht unterschreiten darf, mit der sie 
gebildet werden. Auf diese Weise kommt es also zu keiner Anhäufung 
von Intermediärprodukten im Verlauf der Gärung. Sie entstehen nur 
in dem Maße, wie sie von der Hefe zu den Schlußprodukten weiter um- 
gewandelt werden können. 

Um einen Einblick in das Reaktionsspiel der Gärung zu bekommen, 
ist es offenbar notwendig, daß wir auf die eine oder andere Weise den 
normalen Gärungsverlauf stören, damit die intermediären Teilreaktionen 
in Erscheinung treten können. Es gibt zwei grundsätzlich verschiedene 
Methoden, die wir hierbei anwenden können. Einmal können wir zur 
Gärungsmischung Stoffe zusetzen, die mit den postulierten Intermediär- 
produkten reagieren und sie dadurch dem weiteren Abbau ent- 
ziehen. Sodann können wir die Organisation des Fermentsystems der 
intakten Hefezelle stören, derart, daß die Wirkung eines oder mehrerer 
Teilenzyme im Vergleich mit der der anderen Enzyme geschwächt oder 
ganz vernichtet wird. Es kann dies durch spezifische Vergiftungen 
erreicht werden. Eine andere Möglichkeit besteht darin, daß wir 
nicht mit lebenden, intakten Hefezellen arbeiten, sondern mit aus der 
Hefe dargestellten, mehr oder weniger desorganisierten Zymase- 
präparaten. Bas Arbeiten mit solchen Präparaten bietet außerdem den 
großen Vorteil, daß wir hier — verglichen mit der lebenden Hefezelle — 
das vergärende Prinzip sozusagen freigelegt und für den chemischen An- 
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griff zugänglich gemacht haben. Haben wir es mit intakten Hefezellen 
zu tun, so müssen wir in Betracht ziehen, daß die Stoffe, die wir der Re- 
aktionsmischung zusetzen, zunächst in das Zellinnere eindringen müssen, 
um die Möglichkeit zu haben, auf den Gärungsmechanismus einen 
direkten Einfluß auszuüben. Von grundlegender Bedeutung für die 
Einwirkung eines Stoffes auf die Gärung mit frischer Hefe ist daher 
unter anderem seine Fähigkeit, die Membran der Hefezelle zu durch- 
dringen bzw. auf die Permeabilitätsverhältnisse der Membran einzu- 
wirken. 

Es bedeutete deswegen einen für die Gärungschemie ungeheuer 
befruchtenden Abschnitt, als es Büchner gelang, das zuckervergärende 
Prinzip der Hefe aus der lebenden Hefezelle abzuscheiden und mit 
seinen Preßsäften dieses Prinzip zu einem Katalysatorkomplex zu 
machen, der mit der gewöhnlichen chemischen Untersuchungstechnik 
durchaus angreifbar ist. Erst durch Untersuchungen an solchen Preß- 
säften oder an den später erfundenen, ebenfalls zellfreien Mazerations- 
säften sowie an Trockenhefepräparaten ist es geglückt, einen Einblick 
in die sehr komplizierte Reaktionskette zu bekommen, die sich in der 
Hefe abspielt, wenn sie einen Zucker zu Alkohol und Kohlensäure 
vergärt. Die Ergebnisse, die durch Studien an solchen destruierten 
Hefesystemen erhalten wurden, sind zweifellos unersetzlich für das 
Verständnis des Gärungsmechanismus auch der lebenden Hefezelle. 
Ich werde sie hier deshalb summarisch zusammenfassen. Sie bilden 
eine unentbehrliche Grundlage für die folgenden Ausführungen. 

Die moderne Forschung innerhalb der Gärungschemie, basierend 
auf Hardens und Neuberg s fundamentalen Einsätzen, ist durch das 
Bestreben charakterisiert, eine chemisch übersichtliche Auffassung von 
der Funktion der Phosphorsäure bei der Gärung zu gewinnen. Gegen- 
wärtig sind es vor allem drei verschiedene Phosphorsäureester, die die 
Ausgangspunkte für Spekulationen in diesem Gebiet bilden, und die aus 
Gärungsmischungen mit mehr oder weniger destruierten Zymase- 
sy stemen isoliert werden konnten. Dies sind die von Harden und Young 1 
1905 gefundene Hexosediphosphorsäure, der von Robison 2 1922 isolierte 
Ester, der sogenannte Robison- Ester, der aus einer Mischung von Hexose- 
monophosphorsäuren besteht, und schließlich die Glycerinsäuremono- 
phosphorsäure, die ich 1929 aus Gärungsmischungen spezieller Art iso- 
lierte 3 . Es zeigte sich, daß letztgenannter Ester sozusagen als die 
Schlüsselsubstanz für das Verständnis der Rolle der Phosphorsäure bei 
der Gärung betrachtet werden darf. Aus seiner Bildung beim Kohlen- 
hydratabbau ist es möglich, ein Schema für die alkoholische Gärung 
(ebenso wie für die Glykolyse im Muskel) aufzustellen, das auf eine 

1 A. Harden u. W. J. Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905. — 8 R. Robi- 

son, Biochem. J. 16, 809, 1922. — 8 JB. Nilsson , Sv. kem. tidskr. 41, 169, 

1929; Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kexni 10A, Nr. 7, 1930. 
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chemisch übersichtliche Art die Einzelheiten im G&rverlauf in den 
destruierten Zymasesystemen wiedergibt, die wir zur Zeit kennen* 
Einführend werde ich hier die Hauptzüge desjenigen Gärungsschemas 
behandeln, zu dem ich von diesem Ausgangspunkt aus kam 1 . Immerhin 
muß ich betonen, daß meine Auffassung nicht ohne Vorbehalt von allen 
Gärungschemikern geteilt wird, die später Gärungsschemata mit dieser 
Glycerinsäurephosphorsäurebildung als Ausgangspunkt aufgestellt haben. 
Es würde hier indessen zu weit führen, alle Auffassungen zu behandeln, 
die sich augenblicklich geltend machen wollen. Daß meine Darstellung 
subjektiv gefärbt sein muß, wird auch dadurch motiviert, daß die neuen 
Versuche, von denen ich hier später berichten will, unter Verwendung 
dieses Schemas als Arbeitshypothese ausgeführt worden sind. Um die 
Ergebnisse zu erklären, die hierbei erhalten wurden, muß ich ebenfalls 
mein Schema anwenden. Die gemachten Beobachtungen können nämlich 
natürlich in dieses Schema eingepaßt werden. Dagegen sehe ich keine 
Möglichkeit, sie mit z. B. der Enibden- Meyerhof sehen Auffassung 2 in 
Einklang zu bringen. Die weitere Entwicklung der neuen hochinteressan- 
ten und vielversprechenden Befunde von Warburg* und seiner Schule 
bleibt abzuwarten. Hoffentlich wird sich ein Weg finden lassen, 
die Befunde War bürg 8 und die hier mitzuteilenden Versuche in einheit- 
licher Weise zu verknüpfen. 

Als ersten Schritt bei der Gärung wollen wir also nunmehr die 
Veresterung des Zuckers zu einer intermediären Hexosemonophosphor- 
säure betrachten. 

Die Erfahrung, die wir nunmehr über die Oxydoreduktionserschei- 
nungen in der Hefe besitzen, führen weiter zu der Annahme, daß diese 
intermediäre Hexosemonophosphorsäure danach einer oxydoreduktiven 
Umlagerung zwischen drittem und viertem Kohlenatom unterliegt, 
wonach sie in ein Molekül Glycerinaldehydphosphorsäure und in einen 
3-Kohlenstoffkörper der Zusammensetzung C 3 H 6 0 3 zerfällt: 


•HCOH 

II 

COH 

I 

HOCH 

I 

HCOH 

I 

HCOH 

I 

ch 2 .o.po 8 h 3 


C3 Hfl Og 


(Formel I) 
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1 R. Nilsson, Biochem. Zeitschr. 258, 198, 1933; Zeitschr. f. angew. 
Cbem. 46, 647, 1933; Sv. kem. tidskr. 46, 129, 1933; 46, 24, 1934. — 

* Siehe z. Ö. O. Meyerhof in Ergebnisse der Enzymforschung IV, 208, 

1935 sowie S. 111 u. ff. in K. Bernhauer , * Gärungschemisches Praktikum. 
Berlin, Jul. Springer, 1936. — 3 0. Warbwrg u, W. Christian , Biochem. 
Zeitschr. 287, 291, 1936. 
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Die erwähnte Glycerinsäuremonophosphorsäure wird in Gärungs- 
mischungen bei Zusatz von Acetaldehyd gebildet. Dieser tritt mit der 
intermediären Glycerinaldehydphosphorsäure in Reaktion, wobei er als 
Wasserstoffakzeptor wirkt und selbst zu Alkohol reduziert wird. Die 
Glycerinaldehydpho8phorsäure dagegen wird zu Glycerinsäurephosphor- 
säure oxydiert. 

CHO COOH 

I I 

HCOH + OH 2 + CH 8 .CHO = HCOH + CH 8 .CH a .OH 

CH* . O . PO Ä H 9 CH 2 , 0 . POsH* 

(Formel H) 

Wir kehren nun zu Formel (I) (S. 356) zurück. Für die weitere 
Umsetzung der gebildeten Glycerinaldehydphosphorsäure liegen ver- 
schiedene Möglichkeiten vor. Einmal kann sie unter Dephosphory- 
lierung zu Alkohol und Kohlensäure vergoren werden. Hierauf wollen 
wir bei der Behandlung des intakten Gärungssystems zurückkommen. 
Dann gibt es aber noch die Möglichkeit, daß die Glycerinaldehyd- 
phosphorsäure zu Hexosediphosphorsäure kondensiert wird. 
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(Formel III) 


CH 2 .0.P0 8 H a 


In der Tat ist dies auch das, was bei der Gärung in den destruierten 
Zymasesystemen mit diesem Abbauprodukt hauptsächlich geschieht. 
Zum Ausdruck kommt es in der Form der Gärungskurve. In einem 
weitgehend gestörten Zymasesystem hat diese nämlich das Aussehen, 
wie es die folgende schematische Darstellung zeigt (Abb. 1, S. 358). 

Vorausgesetzt, daß die Gärungsmischung eine hinreichende Menge 
freien Phosphats enthält, wird die zugesetzte Glucose bis zu 50 % mit 
großer Geschwindigkeit vergoren. Dann erhält die Gärkurve einen 
Knick, und die Gärgeschwindigkeit ist danach bedeutend herabgesetzt« 
(Später werden wir dies auf noch schlagendere Art, als es hier der Fall ist, 
an experimentell gefundenen Kurven sehen.) Am Knickpunkt ist also 
die Hälfte der zugesetzten Glucose zu Alkohol und Kohlensäure ver- 
goren worden. Die andere Hälfte liegt am Knickpunkt in veresterter 
Form vor. Nach Untersuchungen zunächst von Harden 1 und später 


1 Siehe z* B. A. Harden u. F. R. Heriley , Biochem. J. 81, 1216, 1927; 28, 
230, 1929. 
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von Meyerhof und von Lohmann 1 besteht dieser phosphpryHerte Zuoker 
aus Hexosediphosphorsäure. Die gebildete Hexosediphosphorsäure, 
der sogenannte Harden- Ester, vergärt dann längs des weiteren Teils 
der Gärungskurve mit einer Geschwindigkeit, die die maximale Gär- 
gesohwindigkeit der nicht phosphorylierten Glucose bedeutend unter- 
schreitet. 

Harden faßt diese Beobachtungen in seiner bekannten Gleichung 
der alkoholischen Gärung in folgender Weise zusammen: 

2 C 6 H ia O<, 4 2 P 0 4 H R a « 2 CO a + 2 C 2 H ö OH 4 - 2 H a 0 4 - C 6 H 10 O 4 (P0 4 R 2 ) 3 . 

Die Gleichung gibt einen formellen Ausdruck für das gefundene 
Verhältnis, daß in einem solchen System die eine Hälfte des zugesetzten 

Zuckers zu Alkohol und Kohlensäure 
vergoren wird, während die andere 
Hälfte keine Möglichkeit hat, auf die 
gleiohe Art zu vergären, sondern in 
die schwer vergärbare Hexosediphos- 
phorsäure umgewandelt wird. Bei der 
Garung wird also — ich möchte diese 
Gesetzmäßigkeit besonders betonen — 
die eine Hälfte des Zuckers anders um- 
gesetzt als die andere. 

Die Tatsache, daß wir mit zwei 
in Hinsicht auf die Vergärbarkeit ver- 
schiedenartigen Hälften des Zuckers 
rechnen müssen, wird verständlich, 
wenn das Hexosemolekül bei seinem 
Abbau über die intermediäre Hexose- 
monophosphorsäure zunächst einer 
asymmetrischen Aufspaltung unter- 
liegt, derart, wie es in Formel (I) ( S. 356) 
zum Ausdruck kommt. 

Die untere Hälfte des Hexosemoleküls, die nach Sprengung der 
6-Kohlenstoffkette in Form von Glycerinaldehydphosphorsäure auftritt, 
stabilisiert sich, wie früher schon erwähnt wurde, durch Kondensation 
zu Hexosediphosphorsäure. Diese Kondensation, die ich aus mehreren 
Gründen in meinem Schema postuliert habe, ist nunmehr durch Unter- 
suchungen von Barrenscheen und Beneschowsky 2 und vor allem von 
Meyerhof und Lohmann* experimentell völlig gestützt. Nach letzt- 


1 0 . Meyerhof, Biochem. Zeitschr. 188, 176, 1927; K. Lohmann , ebenda 
222, 324, 1930; s. auch F . Lipmann u. K. Lohmann, ebenda 222, 389, 
1930. — ■ 2 H. K. Barrenecheen u. H. Beneschowsky, Biochem. Zeitschr. 265, 
159, 1933. — * 0. Meyerhof u. Lohmann, ebenda 271, 101, 1934. 



Abb. 1. Schematische Darstellung der 
Gärungskurve in einem weitgehend ge- 
störten Zymasesystem . 
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genannten Verfassern ist das Gleichgewicht, das Formel (III) (S.357) 
wiedergibt, schon bei sehr geringer Konzentration der phosphorylierten 
Komponenten stark zu Gunsten der Hexosediphosphorsäurebildung 
verschoben. 

Unter der Annahme, daß die obere Zuckerhälfte — nach Sprengung 
der 6-Kohlenstoffkette summarisch dargestellt durch CgHgOg — schnell 
vergoren wird, ist die Harden sehe Gleichung offenbar erfüllt. 

Was die Vergärung dieser oberen Hälfte des Hexosemoleküls 
betrifft, so mache ich mir keine endgültigen Vorstellungen davon, wie 
dies im einzelnen geschieht. Von eventuellen Intermediärstadien ab- 
gesehen, dürfte sie wohl aber grundsätzlich in einer Oxydation zu 
Brenztraubensäure 1 , mit Acetaldehyd als Oxydationsmittel, bestehen. 
Ob diese Triosevergärung mit einer Dismutation zwischen zwei Triose- 
molekülen als einleitende Phase beginnt, um das erste Brenztrauben- 
säuremolekül zu bilden — auf die gleiche Art also, wie es Neuberg für 
sein Methylglyoxal annimmt — , oder ob das einleitende Stadium unter 
Mitwirkung des Eigengehaltes der Hefe an Wasserstoff akzeptoren abläuft, 
läßt sich zunächst nicht entscheiden. Indessen hat man Beispiele dafür, 
daß eine Gärung auch nach Zusatz von Hexosediphosphorsäure als 
induktionsaufhebendes Mittel überhaupt nicht in Gang kommt, wenn 
man nicht wenigstens eine Spur von einem Wasserstof fakzeptor in 
Form von z. B. Acetaldehyd oder Methylenblau zusetzt. (Bei den 
sogenannten Äthiozymasepräparaten gilt dies ja als Regel.) Möglicher- 
weise ist die Wirkung des zugesetzten Wasserstof fakzeptors auf diesen 
Punkt zurückzuführen. 

Wenn auf die eine oder andere Weise das erste Brenztraubensäure- 
molekül gebildet worden ist, wird es von der Carboxylase der Hefe in ein 
Molekül Acetaldehyd und ein Molekül Kohlensäure zerlegt: 

CH 3 . CO . COOH = CH S . CHO + C0 2 . 

Der gebildete Acetaldehyd reagiert mit einem weiteren Molekül 

c 8 h 6 o 8 . 

CaHeO, + CH 3 . CHO - CH S . CO . COOH + C 2 H 6 OH. 

Dadurch entsteht ein Molekül Alkohol und ein neues Molekül 
Brenztraubensäure. Letztgenannte Substanz durchläuft wieder die- 
selben Reaktionen wie vorher. Der Kreislauf ist hiermit vollendet, und 
wir bekommen fortlaufend von jedem Molekül CgHßOg ein Molekül 
C a HßOH und ein Molekül C0 2 . 

1 Daß bei der alkoholischen Gärung aus dem Zucker Brenztraubensäure 
gebildet wird, wurde zuerst von A. Fembach u. M. Schoen nachgewiesen. 
A. Fembach u. M. Sckoen t C. r. Acad. Sei. 157, 1478, 1913; 158, 1719, 1914; 
170, 764, 1920; C. r. Soc. Biol. 86, 15, 1922. 
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Es ist natürlich möglich, daß in die Reaktionskette für diese Trios©- 
Vergärung weitere Intermediärstadien eingehen. Denkt man sich etwa, 
daß die Trioae weiter phosphoryliert werden muß, um schnell vergoren 
werden zu können — z. B. in demselben Augenblick, in dem sie bei der 
Sprengung der 6-Kohlcnstoffkette entsteht — , so muß die Triose- 
phosphorsäure, die hier gebildet werden würde, einen anderen Charakter 
haben als die Glycerinaldehydphosphorsäure. Im Gegensatz zu dieser 
darf sie nicht zu Hexosediphosphorsäure kondensiert, und ihre Ver- 
gärung darf, wie wir später sehen werden, nicht durch einen Überschuß 

an Phosphorsäure in der Gär- 
mischung gehindert werden. Ein 
wichtiger Spezialfall liegt bei Gär- 
mischungen der Art vor, wie sie 
zur Darstellung von Glycerin- 
säurephosphorsäure angewendet 
werden, d. h. einer Gärmischung, 
die mit Acetaldehyd versetzt ist 
und mit soviel NaF, daß die 
Kohlensäureentwicklung unter- 
drückt ist. Es ist möglich, daß 
in diesem Fall die obere Hexose- 
hälfte unter gleichzeitiger Oxy- 
dation phosphoryliert werden 
kann. Versuche, die von Runn - 
ström und Mitarbeitern angestellt 
wurden, können tatsächlich in 
dieser Richtung gedeutet werden, 
ebenso die aktivierende Ein- 
wirkung von Acetaldehyd auf 
die sogenannte Eigenphosphory- 
lierung 1 2 , d. h. die Bildung von Hexosemonophosphorsäure (im Fluorid- 
versuch) aus dem Polysaccharid Vorrat der Trockenhefe. 

Der Gärverlauf in den desorganisierten Zymasesystemen — den 
vir jetzt ziemlich eingehend erörtert haben — wird vor allem durch die 
sehr wichtige Gesetzmäßigkeit charakterisiert, daß der Zucker bei seiner 
Vergärung in zwei vom Gesichtspunkt der Gärung aus verschiedenartige 
Hälften zerlegt wird. In einer derartigen Gärmischung vergärt unter 
optimalen Bedingungen die eine Hälfte des zugesetzten Zuckers rasch, 
während sich die andere Hälfte zur schwer vergärbaren Hexosedi- 

1 Wir ^ verstehen hierunter, daß die zugesetzte Phosphatmenge (auf 
PO*" bezogen) und die angegebene Zuckermenge in der Reaktionsmischung 

in äquimolekularem Verhältnis vorliegen. — 2 R. Nilsson, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. kemi 10 A, Nr. 7, 28, 1930. 
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Abb. 2. Garung in Mazerationssaft von Hefe 
(stark destruiertes Zymasesystem). Garungs- 
mischung (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm 
Mazerationssaft + 100 ing Glucose + Phosphat 
(PH * M). äquivalent 1 mit 100 mg Glucose. 
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phosphorsäure stabilisiert. In gewissen Fällen — wenn es sich um die 
Gärung in einem weit destruierten System, wie etwa in einem Ma- 
zerationssaft, handelt — können wir sagen, daß von der zugeführten 
Zuckermenge praktisch überhaupt nur die Hälfte zu Alkohol und 
Kohlensäure vergoren wird (Abb. 2, S. 360). 

Die lebende Hefe dagegen vergärt die gesamte zugesetzte Zucker- 
menge mit großer Geschwindigkeit. In diesem Fall entsteht kein so- 
genannter Knick auf der Gärkurve. Sie zeigt erst dann eine Abnahme 
der Steigung, wenn der Zucker 
allmählich verschwindet und 
vollständig zu Alkohol und 
Kohlensäure vergoren ist 
(Abb. 3) 1 . 

Die Gesamtmenge der 
entwickelten Kohlensäure ist 
etwas niedriger als die aus 
der zugesetzten Zuckermenge 
berechnete, was seine Ursache 
teils darin hat, daß die 
Gärungen in Luft ausgeführt 
wurden, wobei gleichzeitig 
eine Atmung stattfindet, und 
teils darin, daß ein Teil des 
Zuckers wahrscheinlich zur 
Synthese von Zellsubstanz 
verwandt wird. 
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Abb 3 Gärung durch lebende Hefe (Biochem. 
Zeitsclir. 286, 257, 1936). Zu jeder Gärungs- 
probe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 ccm Hefesus- 
pension 2 + ioo mg Glucose In den Proben A, B, 
(', D und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 ccm 
Pbosphatlosung (0,67 mol.; p H * 6,4, 0,84 ccm 
äquivalent mit 100 mg Glucose) Iteaktlons- 
temperatur 30°. 


Es besteht also, wie aus 
den beiden vorhergehenden 
Abbildungen zu ersehen ist, 
ein sehr wesentlicher Unter- 
schied zwischen der Gärung 
in lebenden Hefezellen einerseits und in destruierten Zymasesystemen 


andererseits. Wie anfangs betont wurde, muß aber das Ziel der Gärungs- 
chemie eben das sein, eine genaue Kenntnis über den Reaktionsverlauf 
in der lebenden Hefezelle zu erlangen. Durch Versuche an lebender 
Hefe selbst kommen wir aber, wie ich ebenfalls anfänglich erwähnte, zu 
keiner Beantwortung dieser Frage. Die Phosphatkonzentration in der 
Gärungsmischung z. B., die bei den destruierten Zymasesystemen für 


1 Abb. 3 bis 14 sind entnommen den Arbeiten von B . Nilsson u. 
F. Alm , Biochem. Zeitschr. 280, 254 und 373, 1936. — 2 Frische, unter- 
gärige Bierhefe. Trockengewicht (105° bis 110°) von 1 ccm der Hefe- 
suspension etwa 60 mg. 

Archiv für Mikrobiologie. Bd. 8. oe 
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den Gärverl&uf ja völlig ausschlaggebend ist, hat, wie wir aus Abb. 3 
ersehen können, nur einen sehr unbedeutenden Einfluß auf den 
Gärverlauf in der lebenden Hefe. Bei gesteigertem Zusatz von Phosphat 
zur Gärungsmischung tritt eine ziemlich unbedeutende Hemmung der 
Gärgeschwindigkeit ein, die sich über die ganze Gärkurve hin gleich 
stark bemerkbar macht. Durch Zusatz von Phosphat wird dagegen 
die Form der Gärkurve nicht grundsätzlich geändert. Ein Knick tritt 
auch bei großen Phosphatzusätzen nicht auf. 

Wenn wir annehmen wollen, daß die Gesetzmäßigkeiten, die wir 
beim Studium der destruierten Zymasesysteme erkannt haben, von 
wesentlicher Bedeutung ebenfalls für den Gärverlauf in der lebenden 
Hefezelle sind, wird man offenbar eine Brücke zwischen den Ergebnissen 
schlagen müssen, die bei Versuchen mit der lebenden intakten Hefe und 
bei denen mit mehr oder weniger destruierten Zymasesystemen gewonnen 
wurden. 

Man könnte sich denken, daß dies ausgeführt werden könnte, 
indem man ein Gärsystem verwendet, das so schonend behandelt 
worden ist, daß die Organisation der verschiedenen Teilfermente im 
Zymasesystem der lebenden Hefezelle nicht gestört worden ist, während 
dagegen die Permeabilitätsschwierigkeiten in der Membran der Hefezelle 
beseitigt worden sind. Wir hätten dann das intakte Zymasesystem der 
Hefezelle in einer derartigen Form zur Verfügung, daß es für chemische 
Angriffe sozusagen freigelegt worden ist. 

Die weitere Darstellung gründet sich auf Versuche, die Kand. 
Frithiof A J m und ich an solchen Systemen ausgeführt haben. Was die 
Herstellung von Zymasesystemen dieser Art betrifft (die übrigens mit 
keinen größeren Schwierigkeiten verknüpft ist), so will ich hier nur kurz 
erwähnen, daß das Prinzip darin besteht, bei der Herstellung vom 
Trockenpräparat aus der frischen Unterhefe so schnell zu arbeiten, daß 
eine autolytische Zersetzung der Hefe nicht stattfinden kann. 

Eine auf diese Art hergestellte Trockenhefe (die ich künftig als eine 
Trockenhefe mit intaktem Zymasesystem bezeichnen werde oder kürzer 
als eine intakte Trockenhefe) wird vor allem durch die auffallende 
Eigenschaft charakterisiert, daß sie ohne Phosphatzusatz zugesetzten 
Zucker län^s einer geradlinigen Gärkurve vollständig vergären kann, 
einer Gärkurve also, die sich grundsätzlich durch nichts von der 
unterscheidet, die man mit lebender Hefe erhält. 

Die Verhältnisse bei der Gärung mit einer derartigen intakten 
Trockenhefe sind in Abb. 4 gezeigt. 

Wie Kurve A zeigt, verläuft die Gärung in der intakten Trockenhefe 
ohne besonderen Phosphatzusatz völlig gleichartig der in der lebenden 
Hefe. Ein sehr wesentlicher Unterschied zwischen lebender Hefe und 
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intakter Trockenhefe zeigt sich indessen in Versuchen mit Phosphat* 
zusatz zur Gärungsmischung. Wir erinnern uns vom vorstehenden 
Diagramm her, daß Phosphatzusatz zur Gärungsmischung mit frischer 
Hefe sehr geringe Wirkung auf den Gärverlauf hat und vor allem das 
Aussehen der Gärkurve grundsätzlich nicht verändert. Ganz anders 
sind nun die Verhältnisse bei Versuchen mit intakter Trockenhefe. 
Bei vermehrtem Zusatz 
von Phosphat tritt hier 
eine immer mehr ge- 
steigerte Hemmung der 
Gärgeschwindigkeit in 
Erscheinung. Auffallend 
ist, daß diese Hemmung 
erst in dem späteren Sta- 
dium der Gärung auftritt. 

Dadurch entsteht ein 
Knick auf der Gärkurve, 
der, wie es scheint, zu 
dem Punkt lokalisiert ist, 
wo die Hälfte des Zuckers 
zu Kohlensäure ver- 
goren ist. 

Bevor wir uns mit der 
sehr anregenden Erschei- 
nung weiter befassen, die 
diese Phosphatwirkung 
bedeutet, wollen wir zu- 
nächst Vergleiche an- 
stellen zwischen den Ver- 
hältnissen in einer solchen 
Trockenhefe mit in- 
taktem Zymasesystem und in desorganisierten Zymasesystemen, 
wie sie in Trockenhefen vorliegen, die auf weniger schonende Weise 
hergestellt sind, sowie in Apozymasepräparaten und in Mazerations- 
säften. 

Das intakte Zymasesystem in einer Trockenhefe der oben beschrie- 
benen Art ist, wie man sich denken kann, ein besonders empfindlicher 
Mechanismus. Schon eine Apozymase, die auf gewöhnliche Weise aus 
intakter Trockenhefe bereitet ist (also durch Auswaschen und darauf- 
folgende Lufttrocknung) verhält sich w T ie ein typisch destruiertes 
Zymasesystem und kann daher höchstens die Hälfte des zugesetzten 

1 Wie immer 5 %ige Lösung von hexosediphosphorsaurem Na. 

25* 



Abb. 4 Garung durch Trockenhefe mit intaktem Zvmase- 
system (Blochern. Zeitschr. 2H6, 258, 1936). ln jeder 
Gärungsprobe (Gesamtvolumen 2 ecm): 200 mg intakte 
Tiockenhele -f 100 mg Glucose + 0,1 ccm Zymophos- 
phatlbsung 1 Tn den Proben A, B, t\ D und E 0 bzw. 
0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 ccm Phosphat losung. (0,07 mol. ; 

=- 0,4, 0,84 ccm äquivalent mit 100 mg Glucose). 

Beaktionstemperatur 30°. 
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Zuckers mit großer Geschwindigkeit vergären. Abb. 5 gibt den Gär- 
verlauf mit einer solchen Apozymase bei verschiedenen Phosphat- 
konzentrationen wieder. Zum Vergleich sind in die gleiche Figur die 
entsprechenden Kurven für die intakte Trockenhefe, aus der das 
A pozymasepräparat erhalten wurde, eingezeichnet worden. 

Das Diagramm zeigt auf übersichtliche Art die sehr verschieden- 
artige Einwirkung, die Zusätze von Phosphat auf die beiden Zymase- 
systeme haben. Im intakten Zymasesystem ist es so, wie schon oben 
erwähnt wurde, daß bei fortschreitender Erhöhung der Phosphat- 



Abb. 5. Gärung mit Apozymase 
bei verschiedenen Phosphatkon- 
zentrationen (Biochem. Zeitschr. 

286, 375, 1036). 

Zu den Gärungsproben A bis K 
(Gesamtvolumen 2 ccm)* 200mg 
intakte Trockenhefe 4- 100 mg 
Glucose + 0,1 ccm Zymophos- 
phatlösung. 

In den Proben A, B, C, D 
und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 
und 1,00 ccm Phosphatlbsung 
(0,67 mol , p a ■=•= 6,4). 

Zu den Gärungsproben A' bis E' 
(Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg 
Apozymase 4* 100 mg Glucose 
4-0,1 ccm Zymophosphatlösung 
4- 0,25 mg Mg (als MgCl^) 
4 0,2 ccm Co-Zymasei. 

In den Proben A\ B', C', D' 
und E' 0 bzw. 0,25, 0,60, 0,75 
und 1,00 ccm Phosphatlösung 
(0,67 mol., Ph = 6,4). lleaktions- 
temperatur 30°. 


konzentration in der Gärungsmischung sich ein Knick ungefähr in der 
Mitte der Gärkurve mehr und mehr ausprägt. Die aus der intakten 
Trockenhefe dargestellte Apozymase dagegen wird von den Phosphat- 
zusätzen in der Richtung aktiviert, wie es die Harden sehe Gleichung 
fordert. Die Periode der schnellen Vergärung bekommt bei fortschreiten- 
der Vergrößerung der Phosphatkonzentration einen fortschreitend ver- 
größerten Bereich. In dieser schnellen Gärperiode gärt das Apo- 
zymasepräparat mit einer Geschwindigkeit, die die der intakten Hefe 
nicht wesentlich unterschreitet. Bei hinreichendem Phosphatzusatz 
entspricht die Gärung der schnellen Gärperiode jedoch nur ungefähr 
der Hälfte der zugesetzten Zuckermenge; eine weitere Erhöhung der 
Phosphatkonzentration vermag diesen Zustand nicht zu ändern. 


Ein stark aktives, durch Pb- und Hg-Fällungen gereinigtes Präparat. 
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Im Zymasesystem der intakten Trockenhefe ist also durch das 
Auswaschen und die darauf folgende Trocknung eine durchgreifende 
Veränderung eingetreten. Man könnte hier vermuten, daß beim Aus- 
waschen Aktivatoren entfernt worden sind, die zwar für eine schnelle 
Vergärung während der sogenannten Phosphatperiode nicht notwendig 
sind, jedoch unentbehrlich dann, wenn man die ganze Zuckermenge 
auf die Art schnell ver- 


gären will, wie es in der 
intakten Trockenhefe 
geschieht. Dies scheint 
allerdings nicht der Fall 
zu sein. Die Erklärung 
hierfür dürfte vielmehr 
die sein, daß während 
der Trocknung des Apo- 
zymasepräparats auto- 
lytische Vorgänge auf- 
treten, die für den 
veränderten Charakter 
des Zymasesystems ver- 
antwortlich sind. Ein 
frisch bereitetes Apo- 
zymasepräparat näm- 
lich, das ohne vorher- 
gehende Trocknung an- 
gewendet wird, vermag 
zugesetzten Zucker voll- 
ständig zu vergären. 
Außerdem tritt auch in 
der Trockenhefe eine 
Destruktion völlig glei- 
cher Natur ein, wenn sie 
während des Trock- 
nungsprozesses der Au- 
tolyse ausgesetzt wird- 



Abb. 6 Gärung durch autolysiertc Trockenhefe 
(Biochem. Zeitschr. 286, 377, 1936). 

Zu jeder Gkrungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 
100 mg Glucose 4- 0,1 ccm Zymophosphatlbsung. 

ln den Proben A, B, C, D, E und F 200 mg In- 
takte Trockenhefe 4 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 
und 2,00 ccm Phosphatlosung (0,67 mol , p a — 6,4). 

In den Proben A B', C', D' und E' 200 mg autolysierte 
Trockenhefe 4 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 1,00 ccm 
Phosphatlosung (0,67 mol., = 6,4). B^aktionstem- 
peratur 30°. 


Eine solche Trockenhefe verhält sich wie ein 


typisch destruiertes Zymasesystem. Die Gärkurven weisen einen sehr 


ausgeprägten Knick auf, dessen Lage durch die Phosphatkonzentration 
der Gärungsmischung bestimmt ist (Abb. 6). (Zum Vergleich sind in 
dasselbe Diagramm die entsprechenden Gärkurven für eine intakte 
Trockenhefe — - ausgezogene Kurven — eingezeichnet worden.) 


Auch eine nachfolgende gelinde Autolyse der intakten Trockenhefe 
— z. B. dadurch, daß man sie in wässeriger Suspension während einiger 
Stunden auf 35° hält — führt zum gleichen oder doch wenigstens 
sehr ähnlichen Ergebnis. 
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Es ist nun sowohl von theoretischem als auch von praktischem 
Interesse, daß, nachdem in der Hefe Autolyse eingetreten ist, die Zymase 
nunmehr in wasserlöslicher Form vorliegt. Sie kann schon mit kaltem 
Wasser extrahiert werden und wird hierbei in homogener Lösung erhalten. 
Die Gärkraft dieses Mazerationssaftes wird durch scharfes Zentrifugieren 
(Superzentrifuge, 15000 Umdrehungen) nicht geändert. 

Es liegt hier ziemlich nahe, Spekulationen darüber anzustellen 
ob* es vielleicht nicht so sein kann, daß der geradlinige Gärverlauf der 
intakten Hefe unter anderem sozusagen an eine heterogene Struktur 



Abb. 7. Gärung im organisierten 
und desorganisierten Zymase - 
System (in intakter Trockenhefe 
und im Mazcrationsaaft). (Blo- 
chern. Zeitschr. 286 , 378, 1936) 

Zu den Gärungsproben A bis D 
(Gesamtvolumen 2 ccm) 200 mg 
intakte Trockenhefe + 100 mg 
Glucose 4- 0,1 ccm Zymophos- 
phatlösung. 

In den Proben A, B, C und 
D 0 bzw 0,25, 0,50 und 1,00 ccm 
Phosphatlosung (0,67 mol., pn 
- 6,4) 

Zu den Gärungsproben A' bis 
D ' (Gesamtvolumen 2 ccm) : 1 ccm 
Mazerationssaft + 100 mg Glucose 
4 0,1 ccm Zymophospbatlößung. 

In den Proben A\ B', C' und 
D' 0 bzw. 0,25, 0,50 und 1,00 ccm 
Phosphatlösung (0,67 mol., 

«= 6,4). Reaktionstemperatur 30°. 


des Enzymkomplexes in der Hefezelle gebunden ist, mit anderen Worten, 
daß die Organisation des Zymasesystems in der lebenden Hefezelle 
unter anderem auf einer bestimmten Lokalisierung der verschiedenen 
Teilfermente und Aktivatoren innerhalb der Zelle beruht. Bei Autolyse 
der Zelle wird deren Struktur zerstört, der Zymasekomplex geht in 
homogene Lösung, und die natürliche Organisation ist aufgehoben. 
Wir haben den in einem Mazerationssaft herrschenden Zustand. 

Es ist klar, daß ein Verdacht wie dieser — sollte er richtig sein — 
zu einem auf eine Art ziemlich betrüblichen Schluß führt, nämlich dem, 
daß es in diesem Falle undenkbar wäre, in einer homogenen Lösung das 
intakte, organisierte Zymasesystem zu realisieren. 

Ein Vergleich zwischen einem Mazerationssaft und der intakten 
Trockenh^fe zeigt auf schlagende Weise den tiefgehenden Unterschied 
zwischen dem Gärverlauf in dem organisierten und in dem desorgani- 
sierten Zymasesystem (Abb. 7). 
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Bei der Gärung im Mazerationssaft ist die Harden sehe Gleichung 
erfüllt* Eine schnelle Vergärung findet nur in dem Maße statt, wie die 
Gärmischung freies Phosphat enthält. Wenn dieses verbraucht ist, tritt 
auf der Gärkurve ein Knick auf, dessen Lage gemäß der Harden sehen 
Gleichung aus der zu Anfang der Gärung vorhandenen Menge freien 
Phosphats berechnet werden kann. Wie wir später sehen werden, ist 
die Übereinstimmung zwischen berechneten und gefundenen Werten 
zufriedenstellend. Während der Periode der schnellen Gärung verläuft 
die Gärung im Mazerationssaft mit einer Geschwindigkeit, die derjenigen 


Al>b. 8. Gärung durch intakte 
Trockenhefe mit und ohne Toluol - 
zusatz (Biochem. Zeitschr. 288, 
883, 1986). 

Zu jeder Gärungsprobe (Ge- 
samtvolumen 2 ccm): 200 mg in- 
takte Trockenhefe + 100 mg Glu- 
cose + 0,1 ccm Zymophosphat- 
losung. 

In den Proben A, B, C, D 
und E 0 bzw. 0,25, 0,50, 0,75 
und 1,00 ccm Phosphatlösung 
(0,67 mol., p H - 6,4). 

In den Proben A\ B , C', 
D' und E* 0,2 ccm Toluol + 0 
bzw. 0,25, 0,50, 0,75 und 

1,00 ccm Phosphatlosuug (0,07 
mol., «- 6 ,4). Keaktionstem- 
peratur 80° 



in der intakten Trockenhefe nicht unterlegen ist. Ist der Knick erreicht, 
verläuft die Gärung mit erheblich reduzierter Geschwindigkeit. Sehr 
bemerkenswert ist, daß die Gärgeschwindigkeit weiter bis auf einen sehr 
geringen Wert sinkt, wenn eine Menge Kohlensäure entwickelt worden 
ist, die der vollständigen Vergärung von ungefähr der Hälfte der zu- 
gesetzten Zuckerraenge entspricht. Auf dieses eigentümliche Verhalten 
werden wir später zurückkommen. 

Bevor wir den Vergleich zwischen der intakten Trockenhefe und 
den desorganisierten Zymasesystemen verlassen, muß eine weitere 
Erscheinung erwähnt werden, nämlich die weitgehende Veränderung 
des intakten Zymasesystems, die durch Zusatz von Toluol hervorgerufen 
wird. Abb. 8 zeigt den Gärverlauf in einer intakten Trockenhefe bei 
verschiedenen Phosphatkonzentrationen mit und ohne Toluolzusatz. 
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Wir sehen, daß das intakte Zymasesystem nach Toluolzusatz 
durchaus den Charakter eines typisch desorganisierten Systems an- 
nimmt. Es wird die gleiche Art von Kurven erhalten, wie wir sie etwa bei 
einem gewöhnlichen Apozymasepräparat finden, Zusatz von Phosphat 
hat nun die gleiche aktivierende Einwirkung wie immer, wenn es sich 
um destruierte Zymasesysteme handelt. 

Eine Übersicht über den Gärverlauf im intakten Zymasesystem und 
in den desorganisierten Systemen zeigt schließlich Abb. 9. 



Abb. 9 Gärverlauf Im Intakten und im 
desorganisierten Zymasesystem (Biochem. 

Zeitschr. 286, 884, 1936). 

Zu jeder Gärungsprobe (Gesamt- 
volumen 2 ccm) : 100 mg Glucose + 0,1 ccm 
ZymophosphatlÖsung. 

, ln Probe C außerdem ein Tropfen 
2,5 %ige Acetaldehydlösung. 

In Probe A t : 200 mg intakte Trocken- 
hefe 

In Probe A 2 : 200 mg intakte Trocken- 
hefe + 1 ccm Phosphatlosung 1 . 

In Probe B: 200 mg autolysierte 
Trockenhefe 4 0,5 ccm Phosphatlosung. 

In Prolw* C: 1 ccm Mazerationssaft 
+ 0,5 ccm Phosphatlösung. 

In Probe D 200 mg Apozymase 
+ 0,75 ccm Pbosphatlösung -f 0,2 ccm 
Co-Zymase 2 + 0,25 mg Mg (als MgCl 2 ). 

In Probe E: 200 mg intakte Trocken - 
hefe + 0,75 ccm Phosphatlösung -f 0,2 ccm 
Toluol. 

Heaktionstcmperatur 30°. 


Die Gärversuche A v B, G , D und E wurden bei optimaler Phosphat- 
konzentration ausgeführt, d. h. für jeden besonderen Fall ist diejenige 
Phosphatkonzentration gewählt, die die beste Gärung in dem betreffenden 
System ergibt. Bei bis zu 50 % Vergärung der zugesetzten Zuckermenge 
verlaufen in allen Zymasesystemen die Gärkurven geradlinig und mit 
ungefähr gleicher Geschwindigkeit. Danach läuft allerdings nur in dem 
intakten Zymasesystem (Kurve A x ) die Gärung mit unverminderter 
Geschwindigkeit fort, bis vollständige Vergärung des Zuckers erreicht ist. 
Bei sämtlichen desorganisierten Zymasesystemen tritt dagegen ein mit 
zunehmender Desorganisation immer deutlicher werdender Knick in . der 
Mitte der Gärkurve auf. Im Mazerationssaft (Kurve C) ist dieser Knick 
so ausgeprägt, daß man praktisch sagen kann, daß nur die Hälfte des 

1 0,67 mol., pn = 6,4. — 2 Ein stark aktives durch Pb- und Hg- 

Fällungen gereinigtes Präparat. 
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Zuckers zu Kohlensäure vergärt. Die Kurve A 2 gibt den Gärverlauf 
mit intakter Trockenhefe wieder, wenn die Gärungsmischung einen 
geringen Überschuß von Phosphat enthält. Wie man sieht, wirkt 
Phosphatzusatz auf den Gärverlauf im intakten Zymasesystem so ein, 
daß die Gärkurve ein ähnliches Aussehen annimmt wie die der destruier- 
ten Zyma8esysteme. 

Wir werden uns nun mit dieser eigenartigen Einwirkung von 
Phosphat auf den Gärverlauf in dem organisierten Zymasesystem 
befassen. Wir haben schon früher gewisse Anhaltspunkte dafür be- 



Abb 10 Garv erlauf in intakter Trockenhefe bei konstantem hohen Phosphat- und variierendem 
Glucosegehalt der Gärmischung (Biochem Zeitschr 2S6, 264, 1936). 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 200 mg intakte Troekenhcle + 0,1 ecm 
Zymophosphatlosung + 1 Tiopfen 2,5%ige Acetaldeh\ dlosung + eine Phosphatmenge äquivalent 
mit 200 mg Glucose In den Proben A bis I) (sowie A r bis I)') 50 bzw 100, 150 und 200 mg 
Glucose. Die Proben A, B, C und D bei 30°, A', B\ C' und D' bei 40®. 


kommen, daß der mehr oder weniger ausgeprägte Knick auf der Gär- 
kurve, der im organisierten Zymasesystem durch Phosphatzusatz hervor- 
gerufen wird, unabhängig von der Größe des Phosphatzusatzes dann 
auftritt, wenn die Hälfte des Zuckers zu Kohlensäure vergoren ist. Wir 
müssen nun zwischen zwei grundsätzlich verschiedenen Fällen unter- 
scheiden, dem, daß in der Gärungsmischung das Phosphat dem Zucker 
gegenüber im Überschuß oder in äquimolekularer Menge zugesetzt ist, 
und dem, daß weniger Phosphat als Zucker vorliegt. 
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Wir behandeln zunächst den ersten Fall. Abb. 10 (S. 369) zeigt den 
Gärverlauf in einer intakten Trookenhefe bei hoher, konstanter Phosphat* 
menge und variierender Glucosemenge in der Gärungsmischung . Die 
Versuche sind teils bei 30° (ausgezogene Kurven), teils bei 40° (gestrichelte 
Kurven) ausgeführt worden. 

Bei jeder Glucosemenge tritt auf der Gärkurve ein Knick auf, 
wenn ungefähr die Hälfte des Zuckers zu Kohlensäure vergoren ist. 
Aus der Abbildung geht hervor, daß der Knick bei 30° weniger scharf 
ausgeprägt ist als bei 40°. Der Versuch zeigt schlagend, daß man bei 
der Gärung mit einer Aufteilung der Glucose in zwei vom Gärungs- 
standpunkt aus nicht gleichwertige Hälften rechnen muß. Die Ver- 
gärung der einen Hälfte ist in typischer Weise durch Phosphat zu 
hemmen, während die der anderen nicht oder jedenfalls nur in sehr 
geringem Grade durch Phosphat zu hemmen ist. Zwar tritt auch in 
den desorganisierten Zymasesystemen bei Phosphatüberschuß in der 
Gärmischung ein Knick auf der Gärkurve auf, wenn die Hälfte des 
Zuckers zu Kohlensäure vergoren ist. Dann hat indessen der Phosphat- 
zusatz eine Aktivierung der Gärung herbeigeführt, und die schnelle 
Vergärung von nur der Hälfte der Zuckermenge, die dadurch erzielt 
wird, ist die beste Gärung, die wir im destruierten Zymasesystem über- 
haupt erhalten können. Im intakten Zymasesystem, das wir hier 
(Abb. 10) studieren, liegt indessen ohne Phosphatzusatz eine vollständige 
Vergärung des Zuckers vor, und der Knick auf der Gärkurve entsteht 
hier auf Grund einer Phosphathemmung . 

Wenn wir von unserer Auffassung über die Vergärung der inter- 
mediären Hexosemonophosphorsäure ausgehen (Formel I, S. 356), 
können wir dieses Verhalten auf folgende Art erklären. Eine intakte 
Trockenhefe, die also ohne besonderen Phosphatzusatz den zugesetzten 
Zucker längs einer geradlinigen Gärkurve vollständig vergärt, muß 
offenbar die Fähigkeit besitzen, die C 3 -Körper, die bei der Auf- 
spaltung der intermediären Hexosemonophosphorsäure entstehen, 
beide mit großer Geschwindigkeit zu vergären. Der phosphorylierte 
3-Kohlenstoffkörper muß dabei dephosphoryliert werden. Bei erhöhter 
Phosphatkonzentration in der Gärmischung wird diese Dephosphory- 
lierung erschwert und damit auch die Vergärung des halben Zucker- 
moleküls. Wenn die Gärmischung wie im eben beschriebenen Falle 
einen Überschuß an Phosphat enthält, so liegt die Möglichkeit einer 
quantitativen Kondensation der intermediären Glycerinaldehydphos- 
phorsäure und damit der halben Zuckermenge zur schwer vergärbaren 
Hexosediphosphorsäure vor. (Selbst in einer intakten Trockenhefe 
vergärt nämlich die Harden- Young sehe Hexosediphosphorsäure mit 
unbedeutender Geschwindigkeit.) Der bei 50 % Vergärung des Zuckers 
auftretende Knick wird unter diesen Annahmen also sofort verständlich. 



Über den Oärungsmechanismus in der lebenden Hefezelle. 371 



Eine solche Möglichkeit zur Stabilisierung der Hälfte der zuge- 
gesetzten Zuckermenge zu Hexosediphosphorsäure liegt dagegen 
natürlich nicht vor, wenn weniger Phosphat als Zucker in der Gär- 
mischung vorhanden ist. Und doch tritt auch in einem Bolchen System 
— unter gewissen Umständen — ein ausgeprägter Knick auf der Gär- 
kurve auf, wenn die Hälfte 

des zugesetzten Zuckers zu SSt r— — i 1 t 1 — i 

Kohlensäure vergoren ist. 

Von ausschlaggebender Be- so 

deutung ist indessen in 
diesem Falle die Temperatur, # 

bei der die Gärung ausge 
führt wird. Abb. 11 stellt vo 
eine Reihe Gärversuche mit 
intakter Trockenhefe bei 35 

30° und 40° dar. Die 
Gärmischungen enthalten a 30 
eine konstante Zuckermenge l 
und variierende Phosphat- ^ 25 
mengen. 

Bei 30° verläuft die bo 

Gärung vollständig und ge- 
radlinig ohne Zusatz von is 

Phosphat (Kurve A). Bei 
Zusatz einer zur Zucker- io 

menge äquivalenten Menge 
Phosphat erhalten wir einen $ 

Knick in der Mitte der 
Gärkurve (Kurve B). Dies ß 

stimmt mit der vorher- 

aio* ifk /Q qaq\ Abb. 11. Gftrverlauf lu intakter Trockenhefe 

gehenden Abb. 10 (b. 369) M 300 und M 40 „ (Blochem . zdtachr. 

überein. Im Ansatz C, in 2«i, 1936). 

A * m Hör Phnsrihnto’phfllt mir Zu jpder OaruiiRsprohe (Gesamtvolumen 

aem aer rnospnatgenait nur 2 ccni) . 2 oo mg intakte Trockenhefe + 200 mg Glu- 

halb 80 groß ist, tritt kein coa< -f 0,1 ccm Zyraophfisphatlöaung + 1 Tropfen 

ausgeprägter Knick auf der b undT rhosptat äquivalent 

Gärkurve auf. Der Phosphat- nilt ao ° m 8 Glucose, in c UU(1 W Phosphat äqui- 

, j . valent mit 100 mg GIucobo. Die Proben A, B 

zusatz verursacht allerdings und c bei so 0 , A', b' und c' bei 40®. 

auch hier eine Hemmung der 

Gärgeschwindigkeit, und es scheint, als setze die Hemmung haupt- 
sächlich in der zweiten Hälfte der Gärung ein. 

Bei 40° ist der Charakter der Gärung mit intakter Trockenhefe 
vollständig verändert. Der für diese Trockenhefe bei 30° charakte- 
ristische geradlinige Gärverlauf bei Abwesenheit von Phosphat kommt 



Glucose 
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nicht mehr zum Vorschein. Allerdings ist die Anfangsgeschwindigkeit 
bei der höheren Versuchstemperatur etwa gleich groß wie die bei 30° 
beobachtete. Eine geradlinige Gärkurve erhält man aber nicht. Die 
vom Anfang an hohe Gärgeschwindigkeit nimmt schnell und kon- 
tinuierlich längs der ganzen Gärkurve ab (Kurve A'). Bei Zusatz von 
Phosphat wird die Gärung stark aktiviert; ist aber dann die Hälfte 
des zugesetzten Zuckers zu Kohlensäure vergoren, tritt ein deutlich 

ausgeprägter Knick auf der Gär- 



kurve auf. Es ist nun auffallend, 
daß die Lage des Knickpunktes 
bei den verschiedenen Phosphat- 
konzentrationen dieselbe ist. Im 
Ansatz B', wo Phosphat in 
äquivalenter Menge zum Zucker 
zugesetzt ist, ist ja ein Knick 
mitten auf der Gärkurve nur das, 
was man erwartet. Beim Knick- 
punkt liegt dann die Hälfte der 
zugesetzten Zuckermenge in Form 
von Hexosediphosphorsäure sta- 
bilisiert vor. Im Ansatz C' da- 
gegen, wo nur halb so viel 
Phosphat zugesetzt worden ist, 
kann höchstens ein Viertel der 
zugesetzten Zuckermenge zur 
schwer vergärbaren Hexose- 
diphosphorsäure stabilisiert wer- 
den, und dennoch tritt auch 


Abb. 12. Garverlauf ln Intakter Trockenhefe 
bei verschiedenen Glucose- und Phosphat- 
gehalten (Biochem. Zeitschr. 286, 262, 1036). 

Zu jeder Gärungsprobe (Gesamtvo- 
lumen 2 ccm): 200 mg Intakte Trockenhefe 
4- 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlosung. 

In der Probe A 100 mg Glucose 4- Phos- 
phat äquivalent mit 100 mg Glucose, in 
Probe B* 200 mg Glucose 4 Phosphat äqui- 
valent mit 100 rag Glucose, in Probe C 200 mg 
Glucose 4- Phosphat äquivalent mit 200 tng 
Glucose und in Probe D 300 mg Glucose 
4- Phosphat äquivalent mit 200 mg Glucose. 
Beaktionstemperatur 40° 


hier der Knick auf, wenn die 
Hälfte des Zuckers zu Kohlen- 
säure vergoren ist. Wir haben 
hier wieder einen wesentlichen 
Unterschied im Gärverlauf der 
destruierten Systeme und der 
intakten Trockenhefe. In den 
destruierten Systemen bestimmt 
der Phosphatgehalt der Gär- 
mischung die Lage des Knick- 


punktes. In der intakten Trockenhefe tritt bei hoher Gärtemperatur 


ein Knick auf der Gärkurve auf, dessen Lage durch die Zuckermenge 


* Zu den Proben A und B außerdem 0,1 ccm Zymophosphatlösung. 
In besonderen Versuchsreihen haben wir uns davon überzeugt, daß durch 
Zymophosphatzusatz nur die Angärung, nicht aber die Gärkurve im übrigen 
beeinflußt wird. 
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in der Gärmischung bestimmt ist. In diesem System tritt unabhängig 
von der Phosphatmenge der Knick auf, wenn die Hälfte des Zuckers 
zu Kohlensäure vergoren ist. 

Wir wollen dieses auffallende Verhalten weiter in der neben- 
stehenden Abbildung zeigen (Abb. 12). 

Die Gärkurve A für 100 mg Glucose mit einer der Zuckermenge 
äquivalenten Menge Phosphat hat ihren Knick bei 50% Vergärung 
von 100 mg Glucose ; in diesem Falle besteht also Übereinstimmung mit 
der Gleichung von Harden. Wenn wir indessen die Glucosemenge bei 
gleichem Phosphatgehalt verdoppeln, also auf 200 mg erhöhen, so 
tritt der Knick erst auf, wenn doppelt so viel Kohlensäure wie im 
vorigen Fall entwickelt worden ist (Kurve B). Der Knick liegt jetzt 
bei 50 % Vergärung von 200 mg Glucose. Ein weiterer Zusatz von 
Phosphat verändert nun, bei gleicher Zuckermenge (200 mg), nicht 
wesentlich die Lage des Knickpunktes (Kurve C). Wird indessen bei 
letztgenannter Phosphatkonzentration die Glucosemenge auf 300 mg 
erhöht, so verschiebt sich der Knickpunkt wieder aufwärts und liegt 
nun bei etwa 50% Vergärung von 300 mg Glucose (Kurve D). 

In Hinsicht auf den Phosphatumsatz in den Gärmischungen ist 
unser Versuchsmaterial noch in hohem Grade unvollständig. Nach 
den bisher erhaltenen Ergebnissen ist indessen bei dem soeben be- 
schriebenen Gärungstyp das zugesetzte Phosphat beim Knickpunkt 
der Gärkurve praktisch vollständig verestert und liegt in der Hexose- 
diphosphatfraktion vor. Eine weitere systematische Prüfung ist hier 
jedoch notwendig. 

Wir wollen nunmehr versuchen, eine Erklärung für den eigen- 
artigen Gärverlauf zu geben, den wir bei der intakten Trockenhefe 
bei 40° festgestellt haben. Wie früher gehen wir von unserer Anschauung 
über die Vergärung der intermediären Hexosemonophosphorsäure aus 
(Formel I, S. 356). Wenn diese, wie wir annehmen, in eine phosphory- 
lierte und eine nicht phosphorylierte Triose aufgespalten wird, wird 
es begreiflich, daß wir unabhängig von der Phosphatmenge einen Knick 
bei 50 % Vergärung des Zuckers bekommen. Aus dem Hexosemolekül 
haben wir jetzt zwei untereinander verschiedene Hälften erhalten, 
und es läßt sich denken, daß unter den gegebenen Verhältnissen (Gär- 
temperatur 40°) die eine dieser Hälften schnell, die andere dagegen 
überhaupt nicht vergoren werden kann. 

Eine natürliche Annahme ist die, daß unter den gegebenen Ver- 
hältnissen nur der nicht phosphorylierte 3-Kohlenstoffkörper vergoren 
werden kann, während der phosphorylierte 3-Kohlenstoffkörper keinen 
Anlaß zur Kohlensäurebildung gibt. Bei der hohen Phosphatkonzen- 
tration in der Gärmischung dürfte die Dephosphorylierung der phospho- 
rylierten Triose (Glyoerinaldehydphosphorsäure) erschwert und dadurch 
die Tendenz der Kondensation zur Hexosediphosphorsäure verstärkt 
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werden. Tatsächlich liegt ja auch beim Knickpunkt da« zugesetzte 
Phosphat in Form von Hexosediphosphorsäure vor. Eine Dephosphory- 
lierung des intermediären Triosephosphats muß jedoch in gewissem 
Maße geschehen, um die 50%ige Vergärung des Zuckerüberschusses 
zu ermöglichen. Gewisse Umstände, die ich jetzt nicht näher berühren 
kann, deuten darauf hin, daß diese Dephosphorylierung durch eine 
Umesterung zwischen dem Triosephosphat und der Glucose zustande 
kommt. Die Triose, die aus dem auf diese Weise dephosphorylierten 
Triosephosphat entsteht, wird unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
nicht schnell vergoren gemäß der Auffassung vom Gärmechanismus, 
die wir hier vertreten. Bei der Deutung davon müssen wir die Möglich- 
keit in Betracht ziehen, daß bei der hohen Gärtemperatur eine schnelle 
Destruktion des Zymasesystems stattfindet, und daß das so erhaltene 
System nicht länger die Triose zu vergären vermag, die bei der De- 
phosphorylierung des intermediären Triosephosphats entsteht. So 
verhält es sich auch tatsächlich. Nach der Behandlung bei der hohen 
Gärtemperatur hat das Zymasesvstem seine Fähigkeit verloren, den 
Zucker vollständig und mit hoher Geschwindigkeit zu vergären. Selbst 
wenn die Gärtemperatur auf 30° herabgesetzt wird, vergärt eine zu- 
gesetzte Zuckermenge nur zur Hälfte mit großer Geschwindigkeit . 

Um diese Auffassung so verständlich wie möglich zu machen, 
wollen wir uns einer formelmäßigen Betrachtungsweise bedienen. An- 
genommen z. B., daß die Gärmischung die gleiche Zusammensetzung 
habe wie der Ansatz D der vorhergehenden Abb. 12 und also von Anfang 
an 3 Mole Glucose auf 2 Mole Phosphorsäure enthält, haben wir beim 
Knickpunkt dann folgende Beziehungen: 

2 C 6 H 12 0 6 4- 2 H 3 P0 4 = 2 C 6 H u 0 5 . 0 . P 0 8 H 2 -f 2 H 2 O 
2 C 6 H u 0 5 . 0 . P 0 3 H 2 - 2 C 3 H c Og + 2 C 8 H 5 0 2 . 0 . P 0 8 H a 
C 0 H 12 0 6 + Cg H 5 0 2 . 0 . P Og H 2 _ C 6 H n 0 5 . O . P Og H 2 + Cg Hg Og 
C 6 H n 0 6 . 0 . POgH 2 - CgH fl 0g + Cg H 5 0 2 . O . PO s H 2 
2 C 8 H 5 0 2 . 0 . POgH a = C 6 H 10 O 4 (0P0 3 H 2 ) 2 

3C 6 H 12 0 6 4 2H 3 P0 4 = 3C 8 H c 0 8 i C 6 H 10 O 4 (0P0 8 H 2 ) 2 + C 8 H 0 0 H i 2H a O 

vergärbar , nicht vergärbar 

Nach diesem Schema, das also quantitativ über die gefundenen 
Verhältnisse berichtet, haben wir in einer derartigen Gärungsmischung 
beim Knickpunkt der Gärkurve ein Zuckerdefizit bis zu l / e der zu- 
gesetzten Menge Glucose, die nicht zu Kohlensäure vergoren und auch 
nicht zur Hexosediphosphorsäure stabilisiert worden ist. Gemäß der 
Auffassung, die im Schema zum Ausdruck kommt, besteht dieses 
Defizit aus einer unter den herrschenden Umständen unvergärbaren 
Triose. Gewiß hindert indessen nichts, daß die primär entstandene 
Triose sich durch sekundäre Reaktionen stabilisiert. 
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Wird der Zuokerübersehaß noch größer gewählt als in dem eben 
beschriebenen Falle, so erhöht sioh der prozentuale Betrag des am 
Knickpunkt vorfindlichen Zuckerdefizits. Für eine Gärmischung der 
gleichen Zusammensetzung wie Ansatz B der vorstehenden Abbildung, 
die von Anfang an also doppelt so viele Mole Glucose als Phosphorsäure 
enthält, gilt am Knickpunkt folgende Gleichung: 

4C«H u 0, + 2HjP 0 4 = 4 C 8 H 8 0 8 + C a H,o 0 4 (0 P 0 8 H 2 ) s f 2 C 8 H, 0„ + 2 H a 0 

vergfyrbar nicht vergftrbar 

In diesem Falle ist am Knickpunkt die Hälfte des Zuckers zu 
Kohlensäure vergoren und ein Viertel zu Hexosediphosphorsäure 
stabilisiert worden. Nicht weniger als ein Viertel der zugesetzten Zucker- 
menge liegt in unveresterter und unvergärbarer Form vor. 

Betreffs der chemischen Natur dieses Zuckerdefizits kommen wir, 
wie bereits erwähnt, zu der Auffassung, daß es aus einer Triose oder 
vielleicht aus einer irgendwie umgewandelten Triose besteht. Hier ist 
allerdings wieder unser Versuchsmaterial in hohem Grade unvollständig. 
Bisher haben wir festgestellt, daß eine solche Gärmischung am Knick- 
punkt eine stark reduzierende Substanz enthält, die nicht Glucose ist. 
Die Isolierung dieser Substanz ist in Angriff genommen. 

Bei tieferer Versuchstemperatur (30°) verläuft, wie oben gezeigt wurde 
(Abb. 11, S. 371), im intakten Zymasesystem die Gärung auf ganz andere 
Weise wie bei 40°. Bei 30° vergärt ohne Phosphatzusatz der zugesetzte 
Zucker vollständig längs einer geradlinigen Gärkurve. Bei Überschuß 
an Phosphat in der Gärmischung tritt — wie bei der höheren Versuchs- 
temperatur — ein ausgeprägter Knick auf der Gärkurve auf, wenn die 
Hälfte des Zuckers zu Kohlensäure vergoren ist. Bei Mangel an Phosphat 
tritt dagegen ein grundsätzlicher Unterschied im Garverlauf bei 30° und 
4(i° auf. Auch bei 30° verursacht ein kleiner Phosphatzusatz eine 
Hemmung der Gärgeschwindigkeit, die, wie es scheint, erst etwa in 
der Mitte der Gärkurve eintritt. Im Gegensatz zu den Verhältnissen 
bei 40°, wo die Gärung praktisch aufhört, wenn die Hälfte des Zuckers 
vergoren ist, läuft die Gärung bei 30° fort, wenn auch mit erheblich 
verminderter Geschwindigkeit, bis der Zucker vollständig zu Kohlen- 
säure vergoren ist. Über den Einfluß des Phosphats auf den Gärverlauf 
bei 30° machen wir uns folgende Vorstellung. Im Zymasesystem ist 
bei dieser Temperatur das Prinzip wirksam, das für die schnelle Ver- 
gärung der aus dem intermediären Triosephosphat gebildeten Triose 
notwendig ist. Wenn der Gärmischung kein Phosphat zugesetzt wird, 
geschieht die Dephosphorylierung des Triosephosphats mit großer 
Geschwindigkeit, und die Gärkurve verläuft daher geradlinig, bis die 
gesamte zugesetzte Zuckermenge zu Kohlensäure vergoren ist. Bei 
fortschreitend erhöhter Phosphatkonzentration in der Gärmischung 
wird die Dephosphorylierung des Triosephosphats immer mehr ver- 
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langsamt und damit auch die Vergärung des halben Zuckermoleküls. 
Offenbar muß unter diesen Verhältnissen der Knickpunkt auf der Gär- 
kurve weniger deutlich markiert und seine Lage weniger gut definiert 
sein. 

Zum Schluß wollen wir kurz zu den Verhältnissen in den typisch 
destruierten Zymasesystemen zurückkehren. Ich erwähnte bei der 
Besprechung des Gärverlaufs im Mazerationssaft, daß wir außer dem 
Knickpunkt auf der Gärkurve, der in diesem System durch den Gehalt 
an Phosphat in der Gärmischung gemäß der Harden sehen Gleichung 

bestimmt ist, mit einem 
weiteren zu rechnen haben, 
der dann auftritt, wenn die 
Hälfte des zugesetzten 
Zuckers zu Kohlensäure 
vergoren ist. Die neben- 
stehende Abbildung zeigt 
dies recht gut (Abb. 13). 

Wird im Gäransatz 
die Zuckermenge bei kon- 
stantem Phosphatgehalt 
stark variiert, so kommt 
diese Gesetzmäßigkeit viel- 
leicht noch deutlicher zum 
Ausdruck. 

Die Abb. 14 zeigt den 
Gärverlauf bei 40° im 
Mazerationssaft, wenn so- 
wohl Zucker- als auch Phosphatgehalt stark variieren. Zum Vergleich 
hierzu sind die entsprechenden Gärkurven für intakte Trockenhefe 
eingezeichnet. 

Den Gär verlauf in der intakten Trockenhefe brauchen wir jetzt 
nicht weiter zu berühren, da wir ihn ja oben eingehend erörtert haben. 

Im Mazerationssaft ist die Lage des ersten Knickpunktes auf der 
Gärkurve durch die Harden sehe Gleichung bestimmt. Die Berechnung 
ergibt, daß der erste Knickpunkt in den Ansätzen A', B', C' und D' 
bei einer entwickelten Kohlensäuremenge von 13,1, 13,1, 26,7 * und 
27,0 ccm C0 2 eintreten muß. Es besteht gute Übereinstimmung 
zwischen diesen Werten und den experimentell gefundenen. Nach Auf- 
treten des ersten Knickes schreitet bei Überschuß an Zucker in der 

* Im Ansatz C' befindet sich Phosphat gegenüber Zucker etwas im 
Überschuß. Die Lage des Knickpunktes wird in diesem Falle deshalb aus 
der Kohlensäuremenge berechnet, die bei 60% Vergärung des Zuckers 
erhalten wird. 
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Abb. 13. Gärverlauf im Mazerationssaft (Blochern. 
Zeitsrhr. 286, 379, 1936). 

Zu jeder Gärungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 
1 ccm Mazerationssaft 4- 100 mg Glucose 4 0,1 ccm 
Zymophosphatlosung 4 1 Tropfen 2,5%lge Acetal- 
dehydlösung. 

In den Proben A, B und C 0 bzw 0,25 und 
0,50 ccm Phosphatlosung (0,67 mol., » 6,4). 
Rcaktlonstemperatur 30°. 
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Gärmischung die Gärung mit verminderter Geschwindigkeit fort. Ist 
ungefähr die Hälfte des zugesetzten Zuckers zu Kohlensäure vergoren, 
sinkt die Gärgeschwindigkeit weiter. Einen scharf markierten Knick 
können wir hier nicht erwarten, da ja die Gärgeschwindigkeit schon 
nach Passieren des ersten Knickpunktes der Gärkurve ziemlich gering ist. 



Abb. 14. Gärverlauf Im Maxerationssaft mit stark variierendem Zucker- und Phosphatgchalt 
(Blochern. Zeitechr. 286. 381, 1986). 

Derxu diesem Versuch benutzte Mazeratioussaft enthält je com 14,0 mg P 2 0 5 (ausschließlich 
als Orthophosphat). Der Phosphatgehalt des Mazerationssaftes wird bei der Berechnung der in den 
Heaktionsmischungen vorhandenen Phosphatmeuge berücksichtigt. 

Zu jeder Gärungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm). 0,1 ccm Zymophosphatlosung -f 1 Tropfen 
2,5%lge Acetaldehydlösung (in den Proben 0 und D jedoch kein Zymophosphatzusatz). 

In den Proben A, B, C und J) 200 mg intakte Trockenliefe; in A', B', C' und D' 1 ccm Maxerations* 

saft. 


In Probe 


A: 100 mg Glucose -f Phosphat äquivalent mit 100 mg Glucose 


B: 200 

»» 


+ 

„ „ 100 „ 


C: 200 

»» 



>. » 200 „ 


D: 300 

»» 


+ 

„ 200 „ 


A': 100 

»» 


Phosphatgehalt 38,6 mg P,0 # 


B': 200 

»» 


>9 

38,6 „ „ 


C': 200 

»» 


9f 

79,6 „ „ 


D': 300 

»» 


n 

79,6 „ „ 



Reaktionstemperatur 40°. 


Zusammenfassend läßt sich sagen, daß der Gärverlauf im Mazera* 
tionssaft insofern dem ähnelt, den man mit einer intakten Trockenhefe 
bei hoher Gärtemperatur (40°) erhält, als die Gärung praktisch aufhört, 
wenn die Hälfte des zugesetzten Zuckers zu Kohlensäure vergoren ist. 
Unserer Ansicht nach beruht dies darauf, daß dem Mazerationssaft 
Arohiv für Mikrobiologie. Bd. 8. oß 
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da« Prm&ip fehlt, da« für eine schnelle Vergärung der Trioae, dfe fcus 
dem intermediären Triosephosphat entsteht, notwendig ist, das gleich* 
Prinzip, das in der intakten Trockenhefe schnell verdirbt, wenn dar 
Gäransatz hoher Temperatur ausgesetzt wird. In beiden Fällen machen 
wir autolytische Vorgänge für diese Destruktion des Zymasesystems 
verantwortlich. Im Mazerationssaft kommt außerdem hinzu, daß wir 
bei zu wenig Phosphat in der Garmischung einen ersten Knick auf der 
Gärkurve erhalten, dessen Lage durch die Harden Bohe Gleichung be- 
stimmt ist Nach Eintritt dieses Knickes verlauft die Gärung bis zu 
öO %iger Umsetzung des zugefuhrten Zuckers mit stark verminderter 
Geschwindigkeit. Die Erklärung für dieses Verhalten suchen wir in 
einer verminderten Fähigkeit des Systems, die Dephosphorylierung 
des intermediären Tnosephosphats bzw die Umesterung zwischen 
diesem und dem in der Garmischung befindlichen, noch nicht umgesetzten 
Zucker zu bewerkstelligen. 

Hiermit habe ich meine Darstellung abgeschlossen, die den Zweck 
hatte, die Verschiedenheiten zu beleuchten zwischen dem Garverlauf 
einerseits in den destruierten Zymasesystemen, die ja bisher haupt- 
sächlich als Versuchsobjekt bei Untersuchungen über die alkoholische 
Garung dienten, und andererseits dem tatsächlichen Verlauf der Garung 
in der lebenden Zelle. So wie ich das Problem sehe, ist die wichtigste 
Gesetzmäßigkeit, die m den typisch destruierten Zymasesystemen 
sowohl als auch in dem intakten Zymasesystem festgestellt worden ist, 
die, daß der Zucker bei semer Vergärung in zwei vom Standpunkt der 
Vergärbarkeit aus nicht gleichwertige Hälften aufgeteilt wird. Diesem 
Verhalten lege ich vollkommen grundlegende Bedeutung bei, wenn 
es sich um eine Erörterung der integrierenden Teilreaktionen im Gar- 
mechanismus handelt In den meisten Schemata, die heutzutage ge- 
läufig sind, ist, soweit ich sehen kann, nicht hinreichend Rücksicht 
hierauf genommen worden. Klar erkannt wird die Bedeutung der oben 
erwähnten Gesetzmäßigkeit indessen m den sehr bemerkenswerten 
Arbeiten von Kluyver und semer Schule 1 . 

Der Verfasser ist der Stiftung „Theiese och Johan Anderssons 
Minne“ für gewahrte materielle Beihilfe zu bestem Dank verpflichtet. 

1 Siehe hierzu z. B. die zusammenfassende Arbeit von A. Kluyver in 
Ergebnisse der Enzymforschung IV, 230, 1935. 
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Ein Beitrag mt Morphologie 
und Physiologie der Zygophoren von Mueor Mucedo*. 
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Hildegard Kehl. 

Mit 7 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 5. Juni 1937.) 

Über Mucor Mucedo gibt es eine umfangreiche Literatur. Der 
variable Habitus des Pilzes führte zur Beschreibung vieler neuer Arten, 
die sich später als zugehörig und synonym zu Mucor Mucedo erwiesen 
haben. Schon Fischer 1 gibt eine Übersicht aller irrigerweise mit neuen 
Namen belegten Mucedo- Formen. 

Bei vielen diözischen Mucorineen vermögen die Sporangienträger 
zu kopulieren, ohne daß dadurch die Sporulation der kopulierenden 
Träger eine Beeinträchtigung zu erfahren scheint. In der Kopulations- 
zone bilden die Sporangienträger mehrere, oft sehr zahlreiche Zygoten 
an beliebigen Kontaktstellen mit einem oder mehreren Sporangien- 
trägem des anderen Geschlechts. „Zygotennester“ dieser Mucorineen 
weisen dann die typischen Bilder der „Leiterkopulation“ auf. Bei 
manchen Arten sind die Sprossen einer solchen „Leiter“ von zahl- 
reichen Zygoten gebildet (Thamnidium). Die kopulierenden Sporangien- 
träger stellen dabei ihr Wachstum nicht ein und legen an der Spitze 
meist noch ein normales Sporangium an. 

Mucor Mucedo gehört zu den heterothallischen Arten, deren 
Sporangienträger nicht zu kopulieren vermögen. Die Zygoten werden 
ausschließlich an besonderen Sexualhyphen, den Zygophoren 2 ( Burgeff ), 
gebildet. Im Hemmungsraum zweier verschiedengeschlechtlicher 
jfefwcedo-Mycelien entwickelt sich ein Streifen niedrig bleibenden Ge- 
schlechtsmycels, der sich aus den (+)- und (—) -Zygophoren zusammen- 
setzt. Die Zygophoren zeigen zygotropisohe Krümmungen zueinander. 
Sie entwickeln eine, selten mehrere Zygoten. Die Zygophoren treffen 
meist an der Spitze oder etwas darunter aufeinander, was die typischen 
Bilder der Spitzenkopulation oder Spitzen-Flanken-Kopulation ergibt. 
Die Zygophoren sind als Geschlechtsorgane zu werten. 


* Inauguraldissertation der philosophischen Fakultät der Bayr. Julius- 
Maximilians-Universität Würzburg. 

1 Rabenhorsts Kryptogamen-Flora Deutschlands, 2. Aufl,, Leipzig, 
Kummer, 1 892. — * Abbildung von Zygophoren, Abb. 2 , a und 4, a S. 889 u. 893. 
Archiv fdr Mikrobiologie. Bd. 8. 27 



Außerhalb der Kopulationszone treten im (+)-, seltener im (— )- 
Mycel häufig den Zygophoren sehr ähnliche Gebilde auf. Ihre Ent- 
deckung ist das Verdienst Burgefß, der sie Spontanzygophoren nannte, 
weil sie ohne Anwesenheit des anderen Geschlechts außerhalb der 
Kopulationszone am Mycel spontan gebildet werden. 

Fragestellung . 

Die Sporangienträger von Mucor Mucedo sind lediglich Organe der 
Sporulation und geschlechtlich nicht induzierbar. 

Die Zygophoren sind speziell zur Kopulation bestimmte Organe. 
Ihre Entstehung ist durch sexuelle Induktion des andersgeschlecht- 
lichen Mycels bedingt. Da sie im Hemmungsraum ohne Kontakt der 
Substratmycelien gebildet werden, liegt der Auslösung ihrer Entstehung 
eine Fernwirkung, „Telemorphose“, zugrunde. Die Zygophoren be- 
sitzen den für die Sporangienträger so charakteristischen Phototropis- 
mus nicht. 

Das zygotropische Verhalten zeigt sich am deutlichsten in den 
Zygophorensternen, in denen viele (-)- Zygophoren eine (-f-)-Zygophore 
umstehen und sich alle nach ihr zukrümmen. 

Da die Wirkung der Sexualstoffe an besondere Hyphen gebunden 
ist, dürfte M. Mucedo ein sehr geeignetes Objekt sein, die Frage der 
sexuellen Induktion in Angriff zu nehmen. 

Man kann der Frage des physiologischen Chemismus der Sexualität 
näherkommen, indem man zunächst die Übertragung der in Betracht 
kommenden Stoffe in den Mittelpunkt der Untersuchungen stellt. Man 
kann versuchen, Umstimmungen in der Kopulationsmechanik zu erreichen 
durch Beeinflussung mit geeigneten Stoffen, und man könnte, wäre man nur 
erst über die Übertragungsmechanik des induzierenden Stoffes im klaren, 
wohl auch Schlüsse auf die Natur des gesuchten Stoffes selbst ziehen. 

Trotz vieler Versuche, ist es ja bis heute noch nicht hinreichend geklärt, 
ob das Substrat oder die Luft oder beide für die Übertragung verantwortlich 
zu machen sind. 

Den in Frage kommenden Stoff selbst zu finden, ist vielleicht mehr 
eine Sache des Glücks als eine solche der exakten Forschung. 

Mit Rücksicht auf die Wahrscheinlichkeit der Übertragung der 
Sexualstoffe auch durch die Luft — die Diffusion im Substrat ist nach- 
gewiesen — wählte ich Zur Beeinflussung des Mycels vorwiegend ätherische 
öle, die neben den darin enthaltenen Terpenen und bekannten chemi- 
schen Verbindungen auch noch manche Stoffe enthalten, die bisher noch 
keiner chemischen Analyse unterlagen. 

Kommen also möglichst viele verschiedene ätherische öle zur 
Verwendung, die ja nur das Gemeinsame haben, daß sie riechende, 
flüchtige Substanzen sind, die aber chemisch sehr verschiedene Stoffe ent- 
halten, so besteht die Möglichkeit, auf Stoffe zu treffen, die, den Sexual- 
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stofien ähnlich, in den Wirkungsmechanismus der Kopulation einzu- 
greifen vermögen. 

Es sei vorausgeschickt, daß es mir mit allen diesen Stoffen nicht 
glückte, an den geschlechtlichen Hyphen Veränderungen ihres Zygo- 
tropismus in absolut eindeutiger und reproduzierbarer Weise zu be- 
kommen. 

Jedoch erlaubte mir der Tatbestand, daß die ätherischen öle die 
vegetativen und generativen Hyphen des Jfwcedo-Mycels in sehr ver- 
schiedener Art beeinflussen, Schlüsse auf die innerphysiologische Ver- 
schiedenheit dieser Organe. 

Allgemeines zum Problem der sexuellen Induktion . 

Die Wissenschaft steht heute auf dem Standpunkt, daß es sich bei 
Sexualinduktionen um einen innerphysiologischen Chemismus handelt. 
Die Jagd nach dem ,, Sexualstoff* der Mucorineen währt schon viele 
Jahre, ohne daß es bisher gelungen ist, einen wirksamen Stoff zu isolieren 
und zu analysieren. Mit der Isolierung des wirksamen Stoffes wäre 
das Mittel gegeben, an rein vegetativen Mycelien diözischer Mucorineen 
Sexualreaktionen künstlich auszulösen. 

Einer Reihe von Forschern, die sich eingehend mit diesem Problem 
befaßten, gelang es, die Frage um vieles einzuengen, indem sie zunächst die 
Kopulationsmechanik zum Mittelpunkt ihrer Untersuchung machten. 

Blakeslee , der Entdecker der Diözie bei den Mucorineen, stellte fest, 
daß „the direct ive influence must lie outside the substratum and in the 
hyphae affected“ (1904, bes. S. 268), was er daraus schloß, daß Rhizopus - 
Mycelien auf frei aufgehängten Substraten in der Luft kopulieren. 

Bur gef f gelang es, durch seinen bekannten Celloidinmembranversuch 
dem Problem ein großes Stück näher zu kommen. Er legte mit ( + )- und 
( — )-Mycel bewachsene Agarblöcke aufeinander und brachte zwischen die 
beiden Mycelien eine Celloidinmembran, die einen direkten Kontakt ver- 
hinderte, aber die Möglichkeit einer stofflichen Beeinflussung durch die 
Membran noch zuließ. Es tritt eine stoffliche Feminduktion durch die 
Membran ein, die sich darin äußert, daß die Mycelien sich gegenseitig zur 
Zygophorenbildung anregen. Dieses Ergebnis spricht für eine Sexual - 
reaktion rein stofflicher Natur. Es muß genau unterschieden werden 
zwischen den Begriffen Telemorphose und Zygotropismus. Unter Tele- 
morphose sei die Femanregung zur Bildung von Sexualorganen im weitesten 
Sinne verstanden, un er Zygotropismus erst das Reagieren der Zygophoren 
aufeinander. Die Stemfiguren der Zygophoren, die dadurch entstehen, daß 
sich viele ( — )-Zygophoren um eine ( -f )-Zygophore auf diese sternförmig 
zukrümmen, sind als typisch zygotropische Reaktionen anzusprechen. 

Verkalk (1930) benutzte zwecks Isolierung des wirksamen Prinzips 
eine Versuchsanordnung ähnlich dem Burgeff sehen Celloidinmembran- 
verfahren. 

Ronsdorf (1931) fand, daß abgetötete Mycelien für das andere Geschlecht 
unwirksam sind, und daß gewaschene Mycelien einen biologisch unwirksamen 
Preßsaft liefern. 


27 * 
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Schöpfer (1928, 1931) behandelt die Frage nach den ernährungsphysiolo - 
gischen Bedingungen, die für eine Sexualreaktion nötig sind, und fand, daß 

Kohlenhydrate 


ein bestimmtes Verhältnis 


und außerdem bei 


Stickstoffverbindungen 
Phycomyces Blakesleeanus eine Mindestgabe an Vitaminen nötig ist. 

Köhler (1935a und 1935b) widmete der Sexualität von Mucor Mucedo 
eine große Anzahl von Versuchen. Durch fortgesetzte Auslese nach der 
Stärke der Zygophorenbildung gelang ihm die Züchtung einer Variante 
von M. Mucedo, von ihm „Variante Laniger “ genannt, die nur noch Spontan - 
zygophoren bildet; diese sollen, sobald sie dem Licht ausgesetzt werden, 
zur Sporulation umgestimmt werden. Daraus leitet er ab, daß die Spontan - 
zygophoren des (-f-)-Mycels den sympodial verzweigten ( — )-Sporangien 
homolog seien. 

Weiter gelingt es ihm, durch Zugabe geeigneter Adsorbentien zum 
Nährboden Sexualreaktionen zu unterbinden, woraus er schließt, daß das 
Substrat allein als vermittelndes Medium für die Telemorphose der Sexual- 
stoffe in Frage kommt. 

Eine Verstärkung der Zygophorenbildung erzielte er durch regel- 
mäßige Ultraviolettlichtbestrahlungen mit der Quarzlampe und fortgesetzte 
Kultur im Dunkeln. Für die Umstimmung der sexuell reproduktiven Phase 
in die asexuelle Phase der Sporulation glaubt er das Tageslicht m hohem 
Maße verantwortlich machen zu können. 

Bisher ist es nie gelungen, Sporangientrager der asexuellen Phase in die 
sexuelle umzustimmen. Die Umstimmung ist nur m der Umkehrung 
möglich. In Dunkelkulturen durchläuft normalerweise das Mycel zunächst 
die sexuelle Phase, indem die Zygophorenbildung vor der Sporangienträger- 
bildung erfolgt. 

Von diesen Erfahrungen ausgehend, stellt Köhler eine neue Hypothese 
über das Wesen des induzierenden Stoffes auf, indem er annimmt, daß die 
asexuell reproduktive Phase aus der sexuellen abgeleitet sei, und daß diese 
auf Veränderungen im Lichtreizmechanismus der Hyphen beruhe. 


Die V ersuchsatamme . 

Die zu meinen Versuchen verwendeten Muccdo - Stämme wurden mir 
aus der Pilzsammlung des Würzburger Botanischen Instituts überlassen. 

Über Morphologie und Habitus meiner Stämme sei folgendes ausgeführt : 
Die Sporangientrager des (-j-)-Mycels werden bis 200 mm lang, sind stets 
unverzweigt und regelmäßig ausgebildet. Die Sporangienträger des (- — )- 
Mycels bilden einen spärlicheren, viel niedrigeren, nur bis etwa 60 mm hohen 
Rasen. Außerdem hat das ( — )-Mycel zahlreiche sympodial verzweigte 
Zwerg- oder Nebensporangienträger mit kleinen, bläulich -schwarzen, wenig 
zerfließlichen Sporangien, deren kleinste ohne Kolumella sind. Das ( -f )- 
Mycel hat keine Zwergsporangien. Das so zahlreiche Auftreten der Zwerg - 
sporangien im ( — )-Mycel gibt diesem schon makroskopisch sein charak- 
teristisches Aussehen. 

Die Benennung „Zwergsporangien“ stammt von Burgeff (1924, S. 23). 
Köhler ( 1935, S. 19) schlägt die Bezeichnung „Nebensporangien“ vor. Zycha 
(S. 83) bezeichnet die Zwergsporangienträger als das erste „Stockwerk“ 
des Raseng, das aus stark sympodial verzweigten „Kurztrieben“ besteht, 
und stellt ihnen die Hauptsporangienträger als „Langtriebe“ gegenüber. 

Die Zygophoren der Kopulationszone werden auf der ( — )- Seite in 
reicherem Maße gebildet als auf der ( + )■ Seite; sie kommen häufig paarweise 
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aus dem Substrat. Die ( — )- Zygophoren enden etwas feiner und spitzer als 
die des ( + )-Mycels. 

Das ( -f- )-Mycel bildet sektorial eine große Anzahl Spontanzygophoren 
aus, die mit der ersten Sporangienträgerserie auftreten und etwas stärkere 
Krümmungen aufweisen als die Zygophoren der Kopulationszone. 

Das sektoriale Auftreten der Spontanzygophoren ist nach Köhler (a) 
auf eine Heterokaryose des Mycels zurückzuführen. 

Das ( -f )- sowie das ( — )-Mycel bilden bei fortschreitender Reife auch 
ein feinverzweigtes, watteartiges, steriles Luftmycel, das in alten Kultur- 
schalen den Rasen völlig überkleidet und ihm ein typisch watteartiges Aus» 
sehen verleiht. Die ( + )-Mycelieh beginnen mit der Bildung des vegetativen 
Luftmycels viel später als die ( — )-Mycelien, die oft in jungem Zustand schon 
ein wolliges Aussehen erhalten. 

Nährsubstrat. 

Als Nährsubstrat diente folgender Malzagarboden: „Diamalt“ Malz- 
extrakt (Merck) 2,25 g, gewässertes Agar-Agar 1,20 g, Leitungswasser 
(36 mg Ca O/Liter) 100 g. 

Zur Erzielung besserer Zygophorenbildung erhielt der Nährboden in 
besonderen Fällen einen Zusatz von 0,05% K 2 C0 3 puriss. Merck . 

Versuche mit ätherischen Oien. 

Methodik. 

In \Q-cm-Petn - Schalen wurden das (-f )- und das ( — )-Mycel m etwa 
4 cm Entfernung nebeneinander (konfrontiert) auf das eben beschriebene 
Nährsubstrat geimpft. In vielen Versuchen mußten ( + )- und ( — )-Myeel 
getrennt kultiviert werden. Oft waren Einsporkulturen erforderlich. 

Die Sporen keimen nach 6 bis 8 Stunden, bilden bei optimalen Bedin- 
gungen nach 2 Tagen die erste Sporangiontragerserie, während die Substrat- 
mycelien in konfrontiert beimpften Schalen noch etwa 2 cm unbewachsenes 
Agar zwischen sich haben. In diesem Stadium setzte die Beeinflussung der 
ersten Versuchsserien durch die ätherischen öle ein. In anderen Versuchs- 
serien wurden die Mycelien immittelbar vor der Kopulation mit den ölen 
versehen. 

Die athonschen öle wurden in einem Tropfen auf ein größeres Glasstück 
in die Mitte der theoretischen Zygoten Iinie der beiden aufeinander zu- 
wachsenden Mycelien gebracht. Pipetten und Tropfstäbe wurden mit 
Markierungen versehen, zur Entnahme gleicher ölmengen. Als Ölunterlage 
erwies sich am praktischsten die Benutzung von Deckgläsern (18 x 18 mm). 
Man kann darauf einen relativ großen Tropfen (etwa 0,01 g) bringen, ohne 
daß bei Verwendung einer großen Verdunstimgsf lache das öl doch in das 
Substrat gelangen kann. So bestand für die ersten Stunden der Beob- 
achtung die Gewähr rein atmosphärischer Ölwirkung. Der Öltropfen wurde 
in gleichen Zeitintervallen erneuert. Nach Stunden und Tagen hat man 
jedoch keine Garantie mehr für die alleinige Wirkung durch die Luft, da 
mit dem Eindringen des verdunsteten Öls in das Substrat gerechnet werden 
muß. 

Als praktisch erwies sich ferner die Anbringung des Öltropfens im 
Schalendeckel als Hängetropfen oder in kleinen offenen Glasbehältern, 
z. B. in den Nährboden gesteckten Ampullenköpfen. 
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Um Wirkungen durch den Nährboden zu prüfen, wurden ölgetränkte 
Z wimfäden in den Petri - Schalenboden unter das feste Agar gebracht, 
meist in die theoretische Zygotenlinie. 

Um Ölbeigaben feiner zu dosieren, kamen feine mit dem entsprechenden 
öl gefüllte Glaskapillaren zur Verwendung, die an dem im Nährboden 
steckenden Ende zugeschmolzen waren, oder auch feinste, mit minimalsten 
öltropfen versehene Glasnadeln und Glashaare, die schließlich sogar durch 
Bambushaare von etwa gleicher Größe wie die Zygophoren ersetzt wurden. 
Die verfeinerte Versuchsanordnung sollte eine Lokalbeeinflussung auf 
kleinstem Umkreis bewirken. 

Schließlich brachte ich mittels einer feinen Platinnadel öltropfen 
direkt an die Hyphen. Um deren Einwirkung auf die Anbringungsstelle zu 
beschränken, also eine Verdunstung nach außen zu vermeiden, brachte ich 
das öl, gebunden an Tierkohle (pulverisiert) oder an Adeps lanae oder an 
Tierkohle und Adeps, auf die zu beeinflussende Hyphe. Das öl war vorher 
im Mörser mit gleichen Teilen Kohlenpulver und Adeps verrieben worden. 

Es sei schon im voraus bemerkt, daß die Kapillarversuche nur in 
wenigen Fällen Reaktionen ergaben, die sich oft widersprachen und 
deshalb keine eindeutige Deutung erlaubten. 

Auch die Versuche mit minimalen Dosierungen, mit Glas- und 
Bambushaaren und endlich die Anbringung des Öls an der Hyphe 
selbst führten nicht zu eindeutigen, reproduzierbaren Ergebnissen; sie 
scheiterten an der Kleinheit der Objekte einerseits, an dem Mangel 
einer Verdunstungskontrolle der öle andererseits. 

Verzeichnis der angewandten ätherischen öle . 

Angelicaöl (aus Wurzeln, D. A. 6); Anisöl (la, rekt. weiß, D. A. ö); 
Baldrianöl (D. A. 6); Bayöl (von Pimenta acris); Bergamottöl (la 
Reggio); Bittermandelöl (künstl., chlorfr., D. A. 6); Cajeputöl (grün); 
Calmusöl (D. A. 6); Oleum Camphorae (japonic. nativum); Cassiaöl 
(chines.); Ceylon-Zimtöl (la eig. Dest., D. A. 0); Citronellöl (Java, 
D. A. 6); Citronellöl (Ceylon la); Corianderöl ; Cypressenöl (Oleum 
Cupressi fol. ver.); Edeltannennadelöl (von Abies pectinata); Fichtennadel- 
öl (extra fein — Edeltannenzapfenöl); Fenchelöl (rekt. D. A. 6); Kümmelöl 
(la dopp. rekt., D. A. 6); Latschenkiefemöl (Ol. Pini pumilionis); 
Lavendelöl (la franz. Mont Blanc, D. A. 6); Macis- (Muskatnuß -)öl 
(rekt. weiß, D. A. 5); Messina -Citronenöl (D. A. 6); Nelkenöl (aus Zanzibar- 
Nelken, D. A. 6); Patchouliöl (aus Blättern); Pfefferminzöl (rekt., D. A. 5); 
Pomeranzenöl (bitter, la Calabr.); Pimentöl; Rosmarinöl (franz. la, 
D.A. 5); Sandelholzöl (ostmdisch, D. A. 5); Senföl (künstl, D. A. 6); Stera- 
anisöl (la chines.); Thymianöl (I, weiß, D.A. 5); Wermutöl (deutsch, 
extra, eig. Destill.); Wurmsamenöl (Baltimore -Ol. chenopodii). 

Chemie der ätherischen öle . 

Bei den meisten ätherischen Ölen bilden Terpene die Grundsubstanz. 
Medizin, Pharmakologie und Pharmakognosie haben aber vorwiegend 
Interesse an den Beisubstanzen. Daher sind in der Literatur die ätherischen 
öle, die ja nur das Gemeinsame haben, daß sie riechende, mit Wasserdampf 
flüchtige Substanzen sind, vorwiegend nach der chemischen Natur dieser 
Beisubstanzen, die ja bisweilen Hauptbestandteil sind, gruppiert. 
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Sowohl für höhere wie für niedere Pflanzen sind die ätherischen öle 
starke Gifte. Die Giftigkeit nimmt zu von den Alkoholen und Estern zu 
den Terpenen, Ketonen, Aldehyden und Phenolen. Verbindungen mit 
doppelten Bindungen sind giftiger als die entsprechenden gesättigten. 

Wirkung der ätherischen öle. 

1. Wirkungen allgemeiner Natur. 

Zunächst seien nur die Verbildungen und Umstimmungen in 
Wuchs und Habitus ins Auge gefaßt, die von den meisten ätherischen 
ölen in gleicher Weise, in stärkerem oder geringerem Grade, bewirkt 
werden. 

Diese Verbildungen tragen später zur Klärung bei und zeigen, wo 
die Grenzen der rein spezifischen Ölwirkungen zu ziehen sind, und inwie- 
weit diese als Schädigungs-, 

Hemmungs- oder auch Stimu- 
lanz-Erscheinungen oder aber 
als innerphysiologische Um- 
stimmungen zu deuten sind. 

Die Umbildungen lassen 

sich zwangslos wie folgt ein- 

teilen: in Verbildungen am a b 

Substratmycel und in Ver- Abb - l - Mucor mucedo. Kulturen in Petri- Bchale 
J mit konfrontiertem (+)- und (— )-Mycel. In der 

bildungen am Euftmycel, diese Mitte das „ölglas“. Bei b Hofbildung (schematisch). 

in solche an den Sporangien- 

trägern, Haupt- und Zwergsporangienträgem, an den Zygophoren, 
Zygophoren der Kopulationszone und Spontanzygophoren, sowie am 
vegetativen Mycel. 

Wie aus dem speziellen Teil der Arbeit hervorgeht, wurden die 
Mycelien in den verschiedensten Entwicklungsstadien beeinflußt. Um 
Umstimmungen und „Tropismen“ an den Zygophoren der Kopulations- 
zone zu erhalten, wurden die Mucedo- Stämme bis zur Kopulation unter 
normalen Bedingungen gezüchtet, und erst unmittelbar vor der Zygoten- 
bildung setzte die Beeinflussung ein. 

Ganz allgemein zeigten die Zygophoren zweierlei Verhalten: sie 
gingen bei zu intensiver Ölwirkung zugrunde, oder sie kopulierten sehr 
verspätet unter Bildung kleiner, spärlicher Zygotennester, deren Zygoten 
aber meist in der Größe nicht hinter den normalen zurückblieben. 

Wird der Tropfen ätherischen Öls auf einem Deckglas in die Mitte 
der theoretischen Zygotenlinie zwischen die beiden „konfrontiert“ 
geimpften (+)- und (-)-Mycelien gebracht (siehe Abb. l,a), die eben 
die erste Sporangienträgerserie zu bilden im Begriff sind, und deren 
Substratmycelien noch durch etwa 2 bis 3 cm unbewachsenen Nähr- 
boden getrennt sind, so ist eine plötzliche Einstellung des Wachstums 
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am Substratmycel zu beobachten. Nach einigen Stunden schreitet 
das Wachstum sehr verlangsamt fort. Die jetzt im Nährboden sich 
vorschiebenden Hyphen sind gedrungen und reicher verzweigt als die 
normalen, sie haben die Tendenz tiefer in das Agar einzudringen und 
es dichter zu durchwachsen, was zur Bildung einer ziemlich verfilzten 
Nährbodenoberfläche führt, die nach Abziehen des gesamten Rasens 
vom Substrat eine aufgerauhte Agaroberfläche zurückläßt. Schwach 
wirkende öle rufen meist noch keine sichtbaren Veränderungen im 
Substratmycel hervor, wenn sie auch die Lufthyphen schon weitgehend 
verbilden. Bei stärkerer Ölwirkung lassen die sehr verlangsamt auf- 
einander zuwachsenden ( + )- und (— )-Hyphen um das ölglas einen 
breiten Hof unbewachsenen Nährbodens ausgespart (siehe Abb. 1, 6, 
S. 385) und treffen sich nur an der Peripherie der Schale, wo sie in 
einzelnen Fällen noch Zygophoren bilden und kopulieren. Sehr starke 
Ölwirkungen bewirken um diesen ersten „Hof“, der aus unbewachsenem 
Agar besteht, einen breiten zweiten „Hof“, der aus den zusammen- 
wachsenden ( + )- und (— )-Substratmycelien gebildet wird, die keinerlei 
Luftmycel mehr haben. In diesem Falle kommt es auch niemals zur 
Zygophoren bildung bei einem etwaigen Zusammentreffen der beiden 
Mycelien an der Peripherie der Kulturschale. 

Häufig konnten starke Ölablagerungen in den Hyphen beobachtet 
werden. Kleinere und größere öltropfen füllten perlschnurartig ganze 
Hyphen oder lagen zwischen ihnen frei im Nährboden. Beobachtungen 
über übermäßige Fettablagerungen in Pilzhyphen liegen von ver- 
schiedenen Seiten vor. Zycha (S. 26) deutet sie als Folge ungünstiger 
Bedingungen. 

Solche Ölablagerungen sowohl wie die Veränderungen im Carotin- 
bestand geben dem Rasen eine Umfärbung, die für die einzelnen ätheri- 
schen öle spezifisch ist, und auf die im speziellen Teil der Arbeit näher 
eingegangen werden soll. 

Die Verbildungen ganz allgemeiner Natur am Luftmycel bewirken, 
daß das noch junge Mycel in Aussehen und Habitus einem alten gleicht 
und durch Bildung von Kümmerformen 1 den Eindruck einer Hunger- 
kultur macht. 

Die Hauptsporangienträger zeigen die Tendenz niedriger zu bleiben, 
sich zu verzweigen, legen viele winzige Sporangien an, an so feinen 
Hyphen, daß sie das Sporangium nicht zu tragen vermögen. Alle soeben 
angeführten Merkmale betreffen jedoch im Höchstfälle nur ein Drittel 
der Hauptsporangienträger, deren Mehrzahl nach wie vor normal aus- 
gebildet oder, bei starken Dosierungen, getötet wird. Die Labilität im 
Wachstum und Habitus kann also bei den Hauptsporangienträgern 
doch als verhältnismäßig schwach bezeichnet werden. 

1 Ähnlich denen, die durch Dichtsaaten entstehen. 
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Von allen Organen des Pilzes zeigten sich die Zwergsporangien- 
träger am labilsten in Form, Habitus und Größe, also als diejenigen 
Organe, die am schnellsten und leichtesten auf Beeinflussungen ver- 
schiedenster Natur ansprachen, und aus denen häufig Zwischenformen 
entstanden, von denen nicht mehr mit Sicherheit ausgesagt werden 
konnte, ob es sich um einen Haupt- oder Nebensporangienträger 
handelte. 

Ziemlich leicht waren die Spontanzygophoren zu beeinflussen. Sie 
bildeten eine Art von Zwergsporangienträgem, die jedoch von den 
echten (— )-Zwergsporangien, auch von den verbildeten, im Habitus 
meist noch leicht zu unterscheiden waren, zunächst durch ihre Kleinheit, 
durch die minimale Guttation und dadurch, daß die Sporangien ohne 
Stielhyphen der Zygophore aufsitzen und nur in seltensten Fällen durch 
ein nachträgliches interkalares Wachstum eine schwache Verzweigung 
Vortäuschen. 

In alten Mucedo - Kulturschalen bildet sich regelmäßig ein feines, 
vielverzweigtes, watteartiges steriles Luftmycel aus, das dem alten 
Rasen ein verfilztes Aussehen gibt. Dieses sterile Luftmycel ist häufig 
eine Rasseeigentümlichkeit und auch in der Literatur als solche be- 
schrieben, tritt dann aber schon im jungen Mycel auf. Das ( + )-Mycel 
meiner Versuchsstämme war bei optimalen Kulturbedingungen in 
jungem Stadium völlig frei von sterilen Lufthyphen, während das 
(— )-Mycel niemals ohne einen watteartigen Flaum dieser Hyphen war. 

Nach meinen Erfahrungen ist eine Vermehrung des sterilen Luft- 
mycels als Indikator für Störungen jedweder Art zu betrachten. Auf 
alle Veränderungen in den Kulturbedingungen antwortet der Pilz mit 
einer spontan einsetzenden Bildung dieser „Watte“. Ich konnte diese 
Beobachtung auch an Phycomyces 1 und vielen anderen Mucorineen 
machen. Veränderungen der Luftfeuchtigkeit scheinen ganz besonders 
wirksam zu sein. Sollte die vermehrte Luftmycelbildung, soweit sie 
das Maß der Arteigentümlichkeit übersteigt, wirklich ein Indikator für 
mangelhafte Kulturbedingungen sein, dann liegt der Schluß nahe, daß 
die optimalen Lebensansprüche meines ( + )- Stammes unter denen des 
(—)- Stammes liegen, und daß das ( + )-Mycel das „anspruchslosere“ 
von beiden ist. Es gelang mir jedoch nicht, durch verbesserte Kultur- 
bedingungen einen ( — )- Stamm ohne dieses watteartige Mycel zu erhalten. 

In den Versuchen machte sich die in der Literatur (Tschirch) oft 
diskutierte „desinfizierende“ Wirkung der ätherischen öle in sehr 
vorteilhafter Weise bemerkbar. Die Kultur schalen blieben auch bei 
etwaiger leichtsinniger Handhabung viel länger steril als die Kontroll- 
versuche. 

1 Nach Beigabe eines Tropfens Anisöl bildet Phycomyces nach etwa 
ö Tagen einen filzigen, wattigen Rasen, dessen habituelles Bild so verändert 
ist, daß man makroskopisch den Pilz nicht mehr erkennt. 
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Der Gedanke liegt nahe, den ätherischen ölen im Pflanzenhaushalt 
eine desinfizierende, vor Infektion durch Parasiten schützende Rplle zuzu- 
schreiben, jedoch steht dieses Problem hier nicht zur Diskussion. 

Endlich möchte ich die starke Steigerung der Guttation durch alle 
ätherischen öle erwähnen. Die Guttation ist normalerweise bei Mucedo 
schon groß und habituell sehr charakteristisch. Die Guttationstropfen 
enthalten Ausscheidungsprodukte. Die mittels feiner Nadeln ab- 
genommenen Tropfen ziehen zentimeterlange Fäden. Nach Beeinflussung 
durch ätherische öle wird die Guttation ungeheuer verstärkt, und die 
Guttationstropfen werden zuweilen zu dicken, zähflüssigen, von der 
Kugelgestalt abweichenden Gebilden, was auf Ausscheidungen ver- 
schiedenster Art schließen läßt. 

Von den vielen Verbildungen, die die ätherischen öle an den Mycelien 
bewirkten, sind nur die unter gleichen Bedingungen stets reproduzier- 
baren beschrieben. 

Viele interessante Fälle, die zunächst den Anschein erweckten, als 
bedeuteten sie Umstimmungen von der sexuellen nach der asexuellen 
Phase, konnten unter gleichen Bedingungen nicht regelmäßig erhalten 
werden und werden hier deshalb nicht weiter erwähnt. 

2. Spezifische Ölwirkungen. 

Versuche mit Anisöl, Fenchelol, Stemanisöl. 

Sehr gleichmäßig verliefen die Versuche mit Anis-, Fenchel- und 
Stemanisöl, was zu ihrer gemeinsamen Besprechung berechtigt. Die 
Umbildungsmerkmale sind bei allen drei ölen dieselben, nur der Grad 
der Wirkung ist verschieden. Die intensivste Wirkung kommt dem 
Anisöl zu, die schwächste dem Sternanisöl, und das Fenchelöl nimmt 
die Mittelstellung ein. 

Die chemische Zusammensetzung der drei öle ist ähnlich, was die 
gleichartige Wirkung erklären könnte. Indessen werden die für diese 
öle spezifischen Verbildungen auch von einigen anderen, chemisch ganz 
verschiedenen ätherischen ölen hervorgerufen, so daß der Schluß auf 
einen allen gemeinsamen Bestandteil, der die Gleichmäßigkeit der 
Wirkung verursache, zur Zeit noch keine Stütze findet. 

Anisöl enthält 80 bis 90 % Anethol, den Methyläther des p-Propenyl- 
phenols, sowie das isomere, anisartig riechende, aber nicht süßschmeckende, 
wie Anethol optisch inaktive Methylchavicol ( Tschirch , S. 1190). 

Fenchelöl enthält als Hauptbestandteil 50 bis 60% Anethol, ferner 
Methylchavicol und kleine Mengen Anisaldehyd und Anissäure neben ver- 
schiedenen Terpenen ( Tschirch , S. 1202). 

Stemanisöl, Oleum Anisi stellati, enthält 85 bis 90% Anethol, etwas 
d, a-Pinen, "Phellandren, Cymol, Methylchavicol usw. ( Tschirch , S. 1213). 

Die Identität des Anethols aus Anis-, Fenchel- und Sternanisöl steht 
seit Cahours (1841) fest. 
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Setzt man dem Substrat kleine ölmengen zu, absteigend bis zu 
geringsten Dosierungen, so keimen die Mucedo- Sporen nicht» 

Bringt man den öltropfen auf dem Deckglas in oben beschriebener 
Weise in die „konfrontiert“ beimpfte Kulturschale in dem Stadium, in 
dem die erste Sporangienträgerserie eben gebildet ist, so sind nach 
3 bis 5 Stunden die ersten Verbildungen zu beobachten. Es ist nicht 



anzunehmen, daß der Niederschlag des verdunsteten Öls in dieser 
kurzen Zeit schon in das Substrat eingedrungen ist und ernährungs- 
physiologisch wirkt. 

Die Sporangienträger schreiten zur Bildung vieler abnormer 
Sporangien, die, wie aus ihrer Entwicklungsgeschichte ersichtlich ist, 
nicht endständig an Hyphenverzweigungen, sondern immittelbar als 
Aussackungen an den Hyphenflanken gebildet werden (Abb. 2). Sie 
können nachträglich auf der Hyphe ein wenig gehoben werden und 
so Vortäuschen, an einer Seitenhyphe endständig gebildet worden zu 
sein. Meistens sitzen sie aber bis zur Reife der Hyphe direkt an. 

Die allmählich größer und größer werdenden Aussackungen an der 
Hyphenflanke erfassen allmählich den ganzen Umfang der Hyphe, 
werden also nicht durch Querteilung abgetrennt wie bei der Chlamydo- 
sporenbildung und bewirken demzufolge ein starkes Abbiegen der 
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Hyphe, was bei Anlage vieler solcher Sporangien an einer Hyphe zu 
ganz bizarren Formen führt, die verschiedensten Verzweigungen vor- 
täuscht und den Habitus völlig verändert (Abb. 3d). 

Die Hauptsporangienträger sind an diesen Verbildungen nur sehr 
wenig beteiligt. Sie bilden selten mehr als zwei bis drei dieser abnormen 
Sporangien aus (Abb. 2, i). Daneben entwickeln sie an echten Ver- 
zweigungen winzige endständige Sporangien. Die Mehrzahl der Haupt- 
sporangienträger wird jedoch von den Umbildungen gar nicht erfaßt 
und entwickelt sich normal. 





a und b abnoime Zygophoren, Sichel- und Ziekzackform ; 
e und d abnorme Zwergsporanglen 


Die abnorme Sporangienbildung ist am stärksten an den Zwerg- 
sporangienträgem und in beinahe demselben Ausmaße an den Spontan - 
zygophoren zu beobachten. Jedoch sind diese beiden Organe auch in 
völlig verbildetem Zustande meist noch leicht unterscheidbar. Die 
Spontanzygophoren legen ihrer Kleinheit entsprechend nur winzige 
Sporangien an. Die verbildeten Zwergsporangienträger sind größer 
und weisen neben den oben erwähnten vorgetäuschten meist echte Ver- 
zweigungen auf mit endständigen Sporangien. 

Unter den vielen bizarren Formen treten am häufigsten und mit 
großer Regelmäßigkeit zwei Typen auf. Die abnormen Sporangien 
werden einmal überaus häufig an ein und derselben Hyphenseite an- 
gelegt, was viele Abknickungen der Hyphe in ein und derselben Richtung 
bewirkt und dem Ganzen den Habitus einer „Sichel“ verleiht (Abb. 3, a). 
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Diese typischen Sicheln finden sich vorwiegend bei den Spontanzygo- 
phoren. 

Die zweite Form, die den Sicheln an Häufigkeit nicht nachsteht, 
entsteht durch regelmäßiges Abwechseln der Sporangienbildung auf 
beiden Hyphenseiten, was zur Bildung von typischen ,, Zickzackformen“, 
also „Zickzackzygophoren“ oder „Zickzacksporangienträgern“ führt 
(Abb. 3, b und 3, d). Die letztgenannten sind jedoch weit seltener. Sie 
können nur aus ganz jungen noch unverzweigten Zwergsporangien- 
trägem entstehen, die älteren schon verzweigten weisen oft Mischformen 
oder auch Kombinationen dieser Abnormitäten auf. 

Wie bereits erwähnt, ließen mich besonders die typischen „Sicheln“ 
Tropismen vermuten, und ich suchte daher sehr genau ihre Richtung 
zur Ölquelle festzustellen. Wenn ich auch in vielen Fällen ein Weg- 
wachsen zu beobachten glaubte, so standen diesem Befund meist ebenso 
viele widersprechende gegenüber, und es gelang nicht, Gesetzmäßigkeiten 
in bezug auf die Richtung der Sicheln festzustellen. 

Nach Zycha (S. 30) wachsen die Sporangienträger einem mittleren 
Feuchtigkeitsbereich zu und nicht dem für ihr Längenwachstum 
optimalen. Sollte das ätherische öl Feuchtigkeit entziehend wirken, so 
müßten infolge von Wachstumshemmung auf der dem Ölherd zu- 
gekehrten Seite die Sicheln sich vorwiegend nach der Ölquelle zuneigen. 

Die von Elfving beobachteten positiven Krümmungen bei Phyco - 
myccs- Sporangienträgern unter Einwirkung von Äther, Nelkenöl, Jod, 
Salzsäure, Ammoniak und anderen flüchtigen Stoffen, die er als positiven 
Chemotropismus auslegt, deutet Zycha auch als einseitige Wachstums- 
hemmungen der zugekehrten Seite. 

Von den abnormen Sporangien gelangen nur wenige zur Reife, 
meist nur die obersten. Da die Membranen oft eine warzige Oberfläche 
aufwiesen, lag bei den verbildeten Spontanzygophoren die Vermutung 
nahe, daß es sich um die Bildung von Sexualorganen, also um eine Art 
Azygosporen handeln könnte. In 4 %iger Schwefelsäure löste sich 
jedoch die Membran auf, was darauf schließen läßt, daß es sich um eine 
Sporangienwand handelt. Einige dieser Sporangien wiesen in ihrer 
Entstehung große Ähnlichkeit auf mit den von Burgeff (1914, S. 41 
und 42) beschriebenen Azygosporen bei Mucor tenuis Bainier . 

Die meisten Sporangien haben keine Kolumella und bilden auch 
keine Sporen aus. Viele jedoch, vorwiegend die am Ende der Hyphe, 
weichen in Kolumella und Sporengröße nicht von einem normalen 
Sporangium ab. 

Häufig treten abnorm große Zwergsporangienträger auf, die 
Zwischenformen darstellen, zwischen Haupt- und Nebenträgern. Diese 
Zwischenformen sind sehr ähnlich denen, die Lendner (S. 67) abbildet 
als „formes anormales“ von Mucor Mueedo . 
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Regenerationen aller verbildeten, auf neuen Nährboden über- 
tragenen Hyphen ergaben ein völlig normales Mycel. 

Bei schwacher öldosierung wuchsen das (+)- und das (—■ )-Mycel 
außerhalb des Ölhofs meist doch noch zusammen und bildeten, aller- 
dings selten, sogar Zygophoren, die normal kopulierten. 

Mit einer solchen Kopulation hatte ich nicht gerechnet. Denn es 
gehört zu den spezifischen Wirkungen dieser öle, daß sie dem Basen 
schon nach kurzer Zeit ein völlig farbloses Aussehen verleihen und alle 
Farbstoffe zum Verschwinden bringen , damit natürlich auch das Carotin . 

Darauf wird weiter unten noch näher einzugehen sein. 

Eine für Fenchelkulturen sehr typische Anomalie bestand darin, 
daß Lufthyphen, scheinbar durch einseitige Wachstumshemmungen, 
stolonenartig wieder in den Nährboden hineinwuchsen und zu Substrat- 
mycel wurden. Jedoch konnte ich auch aus ihrer Lage zum Ölherd 
keine Gesetzmäßigkeiten ableiten. 

Noch eine weitere Anomalie fand sich besonders häufig in Fenchel- 
schalen. Aus vielen Sporangien wuchsen feinste Sekundärsporangien, 
die alle steril waren. Aus einem Sporangium können sich bis 20 solcher 
Sekundärsporangien auf feinsten unverzweigten Trägern bilden und 
schon makroskopisch kenntlich sein. Vielleicht handelt es sich dabei 
um ähnliche Abweichungen, wie sie Köhler (auf S. 9) an einer Variante 
(nanus) seines Mucedo - Stammes fand, bei der die Sporen in den 
Sporangien keimten, und die er mit „Viviparie“ bezeichnete. 

In alten Kulturschalen bildet häufig auch das sterile Luftmycel 
viele solcher winziger steriler Köpfchen. 

Die Outtation war enorm gesteigert. Erfahrungsgemäß entstehen 
nach Abnahme einzelner Guttationstropfen die neu sich bildenden genau 
an gleicher Stelle, was auf besondere Permeabilität der Membran an 
den guttierenden Stellen schließen läßt und zur Annahme von besonderen 
Hydathoden (Lepeschkin *) geführt hat. Einer allgemeinen Guttations- 
steigerung, wie sie auch unter dem Einfluß von Äther und Chloroform 
bekannt ist, müßte eine lokal an den Hydathoden erhöhte Wand- 
permeabilität der Hyphe vorhergehen. 

Auch die seitlichen Hyphenaussackungen, die zu den abnormen 
Sporangien werden, deren Bildung ja eine besonders starke Guttation 
vorausgeht, können ihre mittelbare Auslösung in einer solchen lokal 
erhöhten Permeabilität der Wand haben. 

Diese Überlegung lag den Versuchen zur Beeinflussung der Hyphen 
mit Fenchel- und Anisöl zugrunde. Leider führten die Versuche, wie 
erwähnt, nicht zu reproduzierbaren Ergebnissen. 

1 W. Lepeschkin , Beih. Bot. Zentralbl. 10, 409, 1900. 
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Viele ätherische öle waren wenig charakteristisch in ihren Wir- 
kungen, so daß eine ausführliche Besprechung überflüssig ist. Un- 
gewöhnlich charakteristisch waren die durch Koniferenöle hervor- 
gerufenen Wirkungen, die fast ein Gegenstück zu obigen Versuchen 
bilden und, wie diese, regelmäßig zu erhalten sind. 

Ihrer Chemie nach gehören die Koniferenöle zu den Terpendrogen. 
Neben den echten Terpentinölen, den Harzterpentinölen, werden die söge- 






Abb 4 Mucor mueedo. a normale Spontanxygophore («-); b, c, d unter dem Einfluß von 
Äther guttierend, e, / unter dem’ Einfluß von Fichtennadelol Schleifen bildend, g bis o Ver- 
bildungen unter dem Einfluß eines Luftstromes. 

nannten Nadelterpentinoie (Fichtennadelole) durch Destillation der Nadeln, 
sowie junger Zweige und Zapfen einiger Koniferen dargestellt ( Tschirch , 
S. 887). 

Die Sporangienträger zeigten unter dem Einfluß der Koniferenöle 
eine von farblosen Stücken unterbrochene Gelbfärbung, ähnlich wie 
das Substratmyoel, so daß der Rasen bei beiden Geschlechtern schon 
nach 5 bis 6 Stunden eine weit über die normale Farbe hinausgehende 
Gelbfärbung aufwies . 

Die Bildung des sterilen Luftmycels blieb gering. Das Bodenmycel 
wuchs normal bis an den Ölherd heran ohne Hof bildung. Die Kopulation 
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setzte etwas verspätet ein und nicht mit der zu erwartenden Regel- 
mäßigkeit. Sie blieb mitunter in allen Versuchen aus oder war in der 
nächsten Kulturserie in jeder zweiten Schale zu beobachten. Die 
( -f- ) - Suspensoren behielten ihren typischen scharf umgrenzten gelben 
Ring, und die Zygoten waren normal. 

Von den Zwergsporangienträgern werden wenige verbildet und 
nicht über das Maß der allgemeinen Schädigungsmerkmale hinaus. 

Die Spontanzygophorenbildung war sehr gesteigert . Besonders beim 
Fichtennadelöl ( = Tannenzapfenöl) zeigten die Spontanzygophoren 
Krümmungen und Windungen , die ich in Kontrollschalen nie gefunden 
habe. Normalerweise sind die Spontanzygophoren etwas stärker 
gekrümmt und nach dem Boden geneigt als die Zygophoren der Kopula- 
tionszone, in seltenen Fällen bilden sie sogar eine mehrfache Schleife 
<Abb. 4, e, /). 

In Fichtennadelölkulturen konnte ich dicht nebeneinander viele 
Spontanzygophoren finden, die zwei und drei Schleifen umschrieben 
und demzufolge bedeutend länger waren als die normalen Spontan- 
zygophoren. Am schönsten fanden sich die „Doppelschleifen“ an der 
Peripherie der Kulturschale. Bei minimalen Dosierungen blieben sie 
aus, bei stärkerer Ölbeigabe wurden sie nicht stärker verändert. Der 
Pilz wird durch Koniferenöle augenscheinlich sehr wenig geschädigt. 

Alle meine Versuche, durch abgestufte Dosierung, etwa in kon- 
zentrischen Kreisen, Zonen verschiedener Schädigungsgrade zu erhalten, 
gingen fehl. Sie gelangen nur mit den ölen, die auch in kleinsten Mengen 
tödlich wirken; hier schreitet dann das Absterben des Mycels in kon- 
zentrischen Zonen nach der Peripherie der Schale fort (z. B. beim 
Senf öl). 

Die stark vermehrte Spontanzygophorenbildung blieb jedoch in 
Edeltannennadel- und Terpentinölkulturen häufig aus, in Fichtennadel- 
ölkulturen trat sie ziemlich regelmäßig auf. Da bei diesem Öl auch die 
Kopulation über das Normale hinausging, bin ich geneigt, eine die 
sexuelle Aktivität stimulierende Wirkung des Fichtennadelöls anzu- 
nehmen. Darauf wird im Kapitel Aktivität und Carotingehalt noch 
einzugehen sein. 

Spezifische Wirkung anderer ätherischer Öle. 

Es seien noch einige charakteristische Wirkungen anderer ätherischer 
öle erwähnt: 

Thymianöl und Senföl bewirkten, auch bei schwacher Dosierung, 
ein zonal fortschreitendes Absterben des Mycels. Wurden Pilzrasen- 
stücke einer in dieser Weise geschädigten Kultur nach 8 bis 12 Stunden 
auf neue Nährböden übertragen, so vermochten sie nicht weiter- 
zuwachsen. 
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Dem Thymianöl war neben Thymol (krist.), Menthol, Vanillin 
und Anisöl die stärkste desinfizierende Wirkung zuzuerkennen. Alte, 
offen in den Arbeitsraum gestellte Kulturschalen blieben zuweilen 
mehrere Tage ohne den kleinsten Infektionsherd. 

Mit Mentholbeigaben erhielt ich fast dieselben Wirkungen wie bei 
den Anetholölen (Anis usw.). Es traten Rasen Verfärbungen sowie die 
typischen ,, Sicheln“ und Zickzackzygophoren auf. Eine allerdings nur 
schwache Annäherung an die Wirkungen der Anetholöle zeigten die 
Baldrianölkulturen. Jedoch blieb hier die Verfärbung des Rasens aus. 

Bei Versuchen mit Sandelholzöl waren besonders schöne „Sichel- 
formen“ verbildeter Spontanzygophoren zu beobachten, die aber nicht 
regelmäßig auf traten. 

Vanillin bewirkte starke Mycelentfarbungen. Die Zitronellöle und 
das Pomeranzenöl, sehr ähnlich in ihrer Wirkung, zeichneten sich durch 
besonders starke Bildung sterilen Luftmycels aus. Dies führte zur 
Bildung von „Tagesringen“, ergab also Zonen mit habituell völlig ver- 
schiedenem Luftmycel. Die Sporangienbildung ging also auf ein Mini- 
mum zurück. Jedoch trat die Verlangsamung des Mycel Wachstums, die 
nach Beigabe aller öle starker oder schwacher einsetzt, bei den Zitronell- 
ölen nur sehr schwach in Erscheinung. 

Wirkungen anderer fluchtiger Stoffe. 

Bei Versuchen mit Pflanzenteilen (Samen, Drogen, die reich an 
ätherischen ölen sind 1 ) traten selten Reaktionen des Mycels ein, im 
Höchstfälle Erscheinungen, die den durch schwache ätherische öle 
hervorgerufenen gleich kamen. 

Auf Narkotica reagierte das Mycel nicht gleichmäßig. 

Mit Ätherbeigaben konnte ich die Guttation zu einem die Wirkung 
aller ätherischen öle überragenden Maße steigern. Sogar die Spontan- 
zygophoren zeigten regelmäßig eine so erhebliche Guttation, wie ich 
sie sonst nie beobachten konnte (Abb. 4, 6, c, d. S. 393). Mit Chloro- 
form gelang dies nie. 


Deutung dieser Wirkungen. 

In allen Versuchen waren die Zygophoren der Kopulationszone die 
einzigen Organe des Pilzes, die niemals von Umbildungen erfaßt wurden. 
Schädigungen erlagen sie nur insofern, als die Kopulation mehr oder 
weniger herabgesetzt wurde oder die vor der Ölbeigabe gebildeten 
Zygophoren zugrunde gingen, ohne zu kopulieren. 


1 Labiaten, Geramaceen usw. — Geranioldrogen, Cineoldrogen usw. • - 
Teucrium Marum, Pelargonium . — Salvia off idnalis. - Rhizoma Hydrastis. 
Archiv für Mikrobiologie. Bd. H og 
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Durch Beigaben des ätherischen Öls im jüngeren Stadium der 
Kultur kann die Bildung der Zygophoren vermindert oder ganz ver- 
hindert werden. 

Dagegen konnte die Sporulation als solche in keinem Falle unter- 
drückt werden, wie weitgehend auch die Organe der Sporulation morpho- 
logisch verbildet waren. 

Der Vorgang der Sporulation liegt in der „vegetativen Phase 11 der 
Pflanze und braucht als solcher nicht die Voraussetzungen, die die Bildung 
der Zygophoren an den innerphysiologischen Chemismus des Pilzes 
stellt. 

Sind jedoch die Voraussetzungen zur Zygophoren bildung gegeben, 
dann ist die physiologische Differenzierung der Zygophoren bei Mucxrr 
Mucedo eine absolute. Die einmal erfolgte Induktion ist nicht rück- 
gängig zu machen. An der Kopulation gehindert, gehen die Zygo- 
phoren zugrunde. 

Es war nun zu erwarten, daß das Verhalten der Spontanzygo- 
phoren denen der echten Zygophoren ähnlich ist. Die Spontanzygo- 
phoren, obwohl sie ohne Anwesenheit des anderen Geschlechts ent- 
stehen, lassen ihrem Habitus zufolge keinen Zweifel über ihre Zygo- 
phorennatur zu. Die Tatsache, daß vermehrte Spontanzygophoren- 
bildung ein Faktor ist, der zwei anderen Faktoren: Carotingehalt und 
Aktivität, stets parallel geht, spricht auch dafür, daß es sich bei ihnen 
um sexuelle Organe handelt. 

Man könnte sich vorstellen, daß sie durch eine „Autoinduktion“ 
eines im (4 )-Mycel vorhandenen Sexualstoffes ,,a“ und im ( J-Myeel 1 
durch eine solche eines Sexualstoffes ,,6“ ausgelöst werden, und daß zu 
dieser Autoinduktion nur hoch aktive Stämme befähigt sind, während 
die Zygophoren der Kopulationszone durch Zusammenwirken dieser 
beiden Stoffe a 4 b — c gebildet werden, also einen dritten Stoff ,, c i% 
enthalten. 

Köhler faßt die Spontanzygophoren und die ( — )-Zwergsporangien 
als homologe Organe auf. Sind diese Homologieschlüsse richtig, dann 
taucht die Frage auf, ob die Zwergsporangien zur Sporulation um- 
gestimmte Spontanzygophoren sind, oder aber ob die Umkehrung 
vorliegt, daß die Spontanzygophoren eine Ableitung der Zwerg- 
sporangienträger darstellen. 

Wäre meine Ansicht richtig, daß das Optimum der Kulturbedin- 
gungen beim ( - )-Mycel über dem des (4 ) -Mycels liegt („Watte- 
bildung“), und könnte man sich die Erzielung der Spontanzygophoren 
im (— )-Mycel vermittels Ultraviolettbestrahlung durch eine Ver- 

1 Es ist gelungen, auch das (— )-Mycel zur Spontanzygophorenbildung 

zu bringen (Köhler). 
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besserung der Lebensbedingungen des (-)- Stammes erklären, dann 
würde dies zur Auffassung der Zwergsporangien als infolge mangel- 
hafter Lebensbedingungen „degenerierter“ Spontanzygophoren be- 
rechtigen. 

Aktivität und Carotingehalt. 

Das ( | )-Mycel meiner Stämme zeichnete sich durch besonders 
hohen Carotingehalt aus. Das Substratmycel wies unter normalen Be- 
dingungen eine Gelbfärbung auf, die das ( )-Mycel auch nicht an- 
nähernd erreichte. 

Meie Forscher vermuten zwischen Carotingehalt und Sexualität 
des Pilzes einen engen Zusammenhang, sie wollen geradezu einen Grad- 
messer für die Höhe der Aktivität im jeweiligen Carotingehalt des 
Mycels erblicken. [Chodat und Schöpfer, S. 178, Köhler (a)]. 

Die Verschiedenheit der beiden Mycelien im Carotingehalt wird in 
der Literatur häufig diskutiert und sogar als sekundäres Geschlechts- 
merkmal angesehen Da einer Farbstoffanhaufu ng auch eine größere 
Nährst offspeicherung parallel geht, glauben sieh viele Forscher be- 
rechtigt, das )-Mycel als das weibliche zu betrachten und das (— )- 
Mycel als das männliche. Köhler sieht in der Carotinbildung eine der 
wichtigsten Voraussetzungen für die Aktivität des Mycels. Er konnte 
beobachten, daß einer vermehrten Zygophorenbildung stets eine 
Steigerung des Carotingehalts folgte. Ebenso fand sich die Anreicherung 
der gelben Mycelfarbe in Dunkelkulturen und nach Ultraviolett- 
bestrahlungen. An einem mit Ultraviolettlicht bestrahlten (-)- Stamm 
erzielte er neben Spontanzygophorenbildung auch denselben Gehaltsgrad 
an Carotin, wie ihn die ( I- ) -Mycelien auf weisen. 

Da sich -in meinen Versuchen mit Anetholölen sowie einigen anderen 
ätherischen ölen die Entfärbung des Mycels als wichtiges Charak- 
teristikum erwies, hatte ich bei diesen Versuchen mit einem regel- 
mäßigen Ausbleiben der Kopulation gerechnet. 

In Anisölversuchen kam es allerdings äußerst selten zu einer 
Kopulation, in den Fenchel- und Sternanisöl versuchen jedoch in jeder 
sechsten bis achten Kulturschale. Ist Carotingehalt eine der zur Kopu- 
lation nötigen Voraussetzung, dann hatte die Kopulation völlig unter- 
bleiben müssen. Um diesen Widerspruch aufzuhellen, machte ich 
folgende Versuche. 

Ich nahm Myoelausschmtte des blassen Rasens aus Kulturschalen 
verschiedenster Beeinflussungsdauer von Anetholölen und „kon- 
frontierte“ je einen ( + )- und ( )- Ausschnitt auf neuem Nährboden 
unter normalen Bedingungen. 

Ich konnte feststellen, daß das neu gebildete Mycel nach Aufgabe 
aller sonstigen Verbildungen die blasse Färbung noch lange beibehielt. 
Erst nach wiederholter Übertragung zeigt das Mycel seine normale 



400 


H. Kehl : 


Die , , konfrontierten“ Mycelien wuchsen normal weiter, bis nach 
5 bis 6 Stunden die Lufthyphen der vordersten Wachstumszonen Ver- 
bildungen erlitten, wie sie aus der Zeichnung ersichtlich sind. Die Luft- 
hyphen der vordersten Zonen bekommen die Neigung, kurz zu bleiben 
und, korrelativ dazu, ungewöhnlich dicke bauchige Anschwellungen zu 
entwickeln, die zu ganz bizarren Formen führen (Abb. 4, g bis o, 
S. 393). Die in der Zygotenlinie auftretenden Zygophoren erreichen 
nicht die normale Lange, kopulieren jedoch in den meisten Fällen nach 
einer Verzögerung von 10 bis 12 Stunden normal. 

Es wurde eine Reihe anderer Versuchsanordnungen zur Ergänzung 
dieses Versuchs hergestellt, die dieselben Zwecke verfolgten und ähnliche 
Wirkungen auf die Kulturen haben mußten. 

Eigens zu diesem Zwecke hergestellte Kulturkammern wurden an eine 
Säugpumpe angeschlossen, die einen stets gleichgerichteten kontinuier- 
lichen Luftstrom über die Kulturen saugte. Die Kulturkammern waren 
flache, ovale geschlossene Glaskammern mit je zwei angeschmolzenen Glas- 
rohransatzstucken zum Zu- und Ableiten der Luft. 

Wenngleich das Beimpfen dieser Kulturkammern recht erschwert war, 
weil die Kammer allseitig geschlossen ist, so garantierten sie doch viel 
einheitlichere Durchluftungsbedingungen als obiger Versuch. 

Die Beimpfung der Kammer geschah auf dreierlei Art. 

Zunächst wurden die Mycelien so nebeneinander geimpft, daß ihre 
Zygotenlinie parallel zum Luftstrom zu liegen kam. 

Dann wurden die Mycelien hintereinander geimpft, inder Weise, daß die 
Zygotenlinie quer zur Luftströmung gebildet wurde, und daß diese die beiden 
Mycelien nacheinander überstrich, entweder in der Richtung vom (4 )- 
zum (■ — )-Mycel oder umgekehrt in der Richtung vom (- -)- zum ( + )-Mycel. 

Die Luftströmung war hier wie auch m oben beschriebenem Versuch 
verhältnismäßig sehr schwach, mit der Rand noch eben spürbar und betrug 
bei dem Ventilator versuch 

19,4 

^ m/sec = 0,323 m/sec. 

Dieser Wert laßt sich leicht mit einem Windmesser ermitteln. 

Bei dem Saugversuch wurde die Kultur in 90 Sekunden von einom 
Liter Luft überstrichen. Dies laßt sich leicht dadurch feststellen, daß man 
mit einem geeichten Kolben die passierende Luft unter Wasser auffängt 
und die Dauer deR Vorgangs mit einer Stoppuhr bestimmt. Die oben ge- 
nannten 90 Sekunden stellen den Mittelwert vieler solcher Messungen dar. 

Die Ergebnisse des Saugversuchs waren denen des Ventilator- 
versuchs sehr ähnlich. 

Das Mycel wuchs normal weiter unter Bildung einiger knolliger 
,, Kurzhyphen“. Die Kopulation wurde etwas verzögert (etwa 10 bis 
12 Stunden), war aber durch den Luftstrom nicht aufzuheben. 

Schwache Luftströme vermögen also die sexuelle Induktion nicht 
zu unterbinden, entweder weil ihre Wirkung zu gering ist, oder weil die 
Induktion nur im Substrat stattfindet, oder aber sowohl in der Luft als 
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im Substrat, wobei die Induktion durch das eine der beiden Medien die 
durch das andere vollkommen zu ersetzen vermag. 

Von dieser Theorie ausgehend, würde im Rhizopus - Versuch von 
Blakeslee die ,, Luftinduktion“ allein vollkommen zur Kopulation aus- 
reichend sein, in Windversuchen dagegen die Substratinduktion. 

Ein weiterer recht einfacher Versuch führte zu einer Einengung 
der Frage. 



\bl> 5 Normale Kopulation Zygophoren krümmen sieh nach der Kopulationszone hin. 


Um stärkere Luftstrome wirken zu lassen, wurden die Mycehen in 
offenen Petri - Schalen dem Wind des Ventilators direkt ausgesetzt m der 
Weise, daß vier bis sechs Petri - Schalen etwas schräg zur Windrichtung, etwa 
auf eine gegen den Ventilator schräg gestellte Ebene gesetzt wurden und 
tagelang in diesem starken Luftstrom blieben. Um ein Austrocknen des 
Nährbodens zu vermeiden, was einem friihzeitigen Abbreehon des Versuchs 
gleichkommen würde, wurde die Versuchsanordnung ins Gewächshaus 
verlegt, wo konstante Temperatur (Tag und Nacht!) und ein Wasser- 
zerstäuber für gleichmäßige Temperatur und Luftfeuchtigkeit sorgen 
konnten. Daß die Kulturen, da sie offen standen, nicht steril blieben, fiel 
für die Versuche nicht störend ins Gewicht. 

Der Nährboden wurde zur Erhöhung der Zygotenbildung besonders 
dick ausgegossen (1 cm) und erhielt einen Zusatz von 0,05 ° 0 K^CC^. 

Der Ventilator erhielt den elektrischen Anschluß von 110 Volt, und die 
Windgeschwindigkeit betrug 1,45 m/sec. 

Die Wirkung war in allen Kulturserien dieselbe und stets repro- 
duzierbar, das Ergebnis stets klar und eindeutig. 
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Die Kopulation tritt mit Regelmäßigkeit ein und ist also auch durch 
einen starken Windstrom nicht aufzuheben. Wohl wird auch hier die 
Kopulation etwas verzögert wie in den obigen Versuchen. 

Die gedrungenen „Kurzhyphen“ treten in beiden Geschlechtern auf. 
Die Zygotenlinie bleibt immer auffallend schmal. 

Die Zygophoren bleiben kurz und sind gedrungener als normal. 
Sie zeigen keinerlei zygotropische Krümmungen zueinander (Abb. 5, 6, 7). 



Abb. 6. Normale Kopulation szonc. Kopulation zygotropiscli reapcierpndci Zygophoren Stern- 
bildung ( f )-Zygophoren wachsen von allen Seiten nach dem (--)-Sii8pensor hin. 


Verfolgt man ihre Entwicklung, so zeigt sich, daß sehr wenige kurz 
bleibende, gedrungene Zygophoren in der Kopulationszone gebildet 
werden, die entweder aufrecht oder, seltener, nach beliebigen Richtungen 
stehen, also keinen Zygotropismus mehr erkennen lassen. 

Die wenigen regelmäßig gebildeten Zygoten entstehen anscheinend 
durch Thigmomorphose, also durch zufälligen Kontakt der Zygophoren. 

Eine normale Zygotenlinie kann man zwanglos in drei ziemlich 
scharf voneinander getrennte Zonen einteilen: in der Mitte die mehr oder 
minder reifen Zygoten, nach außen je ein Streifen stark zygotropisch 
gekrümmter (+)- und (— )-Zygophoren, die möglicherweise noch zur 
Kopulation gelangen, und noch weiter außen ein Streifen auf- 
rechtstehender Zygophoren, die anscheinend auf Grund von Telemorphose 
gebildet werden, aber außerhalb der „ zygotropischen Kraftfelder “ stehen 
und somit von der Kopulation ausgeschlossen bleiben. Die Zygoten- 
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linien in den Versuchskulturen weisen von den drei Zonen nur die 
mittelste auf, die beiden zygotropisch reagierenden fallen weg. 

Es ist also sicher eine starke Verminderung des Zygotropismus 
eingetreten. 

Sollten die Zygoten nicht allein durch Thigmomorphose gebildet 
werden, sondern zwischen den kurzen kopulierenden Zygophoren doch 
noch der Zygotropismus wirken, so kann man doch jedenfalls die Be- 
hauptung aufstellen, daß das „Kraftfeld“ des Zygotropismus weit- 
gehend verkleinert ist. 



4.bb 7 Kopulation im Windstroni olirn 7\ gotropPu ln Kmhemuiigcn 
Schluß bet rachtung. 

Mucor Mueedo zeigt eine große Resistenz schädigenden Einflüssen 
gegenüber Das Mycel vermag in Dampfen vieler bakterizid wirkender 
ätherischer Öle v eiterzuwachsen . 

Der Vorgang der Kopulation ist leichter aufzuheben als die Sporula- 
tion Die Organe der Sporulation unterliegen zwar weitgehend Ver- 
bildungen, werden aber stets ausgebildet, sofern die Grenze der Lebens- 
bedingungen nicht unterschritten ist. Die Ausbildung der Kopulations- 
organe ist leichter zu unterbinden. Diese Organe stellen an den physiolo- 
gischen Chemismus des Pilzes höhere Ansprüche als die Organe der 
Sporulation. 

Die (•+ )-Spontanzygophoren verhalten sich den (— )-Zwerg- 
sporangien so ähnlich, daß eine Homologie dieser beiden Organe an- 
genommen werden kann. 
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In bezug auf den Carotingehalt führten die Versuche zu großen 
Widersprüchen. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Koniferenölen stehen in Einklang 
mit den bisherigen Erfahrungen über die Bedeutung des Carotingehalts 
und könnten einen neuen Beweis für die Zusammengehörigkeit der 
beiden inneren Faktoren: Carotingehalt und Aktivität, liefern. Die 
Anetholölversuche widersprechen dem aber und berechtigen daher zum 
Zweifel, ob im Carotingehalt wirklich eine für die Kopulation wichtige 
Voraussetzung erblickt werden darf. 

Es wäre die Aufgabe chemischer Untersuchungen, nachzuweisen, 
wieweit in einem völlig entfärbten „Anetholrasen“ das Carotin durch 
die Gifte zerstört ist. 

Auf Störungen jedweder Art reagiert das Mycel mit Bildung eines 
sterilen, watteartigen Luftmycels, was in dem normalerweise homogenen 
Rasen zur Bildung von ,, Tagesringen“ führt. 

Unter normalen Bedingungen besitzt eine Mncedo - Kultur kein 
steriles Luftmycel, erst in sehr alten Kulturen tritt es auf, wohl infolge 
der Verarmung des Nährbodens. 

Es war ein Charakteristikum meines ( — )- Versuchsstammes, daß 
er schon in jungem Stadium nie ohne einen feinen Flaum dieses watte- 
artigen Mycels war, was in der Literatur häufig als „Rasseeigentümlich- 
keit“ gewertet wird. Ich habe in meiner Arbeit eine andere Deutung 
dafür gegeben, nach der das Optimum der Lebens bedingungen bei dem 
(— )-Mycel über dem des (-f)-Mycels liegt. Diese Deutung wird Stütz- 
punkt für eine weitere Hypothese, die die (— )-Zwergsporangien als 
„degenerierte“ Spontanzygophoren auffaßt. 

Die Bestrahlung mit Ultraviolettlicht, durch die ein ( - )- Stamm ja 
auch zur Bildung von Spontanzygophoren angeregt werden kann 
(Köhler), ist zwanglos als ein Heben der Lebensbedingungen anzusehen, 
wofür auch die nach erfolgter Bestrahlung erhöhte Aktivität sprechen 
dürfte. 

Es müßte geprüft werden, ob dieses mit (-)- Spontanzygophoren 
begabte Mycel rein weiter zu züchten ist, ob auch durch andere Methoden, 
wie durch Bestrahlung mit Ultraviolettlicht, aus einem (— )-Mycel mit 
Zwergsporangien ein solches mit (— )- Spontanzygophoren erzogen 
werden kann durch rein äußeres Verbessern der Kulturbedingungen 
oder durch Auslese, die in Richtung nach der spärlichsten Zwerg- 
sporangienbildung zu erfolgen hätte. 

Die Versuche mit kontinuierlichem Luftstrom beweisen, daß die 
Luft das Medium für den Zygotropismus ist. In genügend starkem 
Strom unterbleibt die zygotropische Anziehung der Randzygophoren. 
Absolute Aufhebung des Zygotropismus zwischen den Zygophoren der 
innersten Zone konnte allerdings nicht bewiesen werden. 
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Die Beobachtung, daß „konfrontierte“ Mycelien, die durch Aus- 
schnitt eines Agarstreifens zwischen ihnen an der Kopulation lange 
Zeit gehindert waren, auf neuem Substrat verstärkte Aktivität zeigen, 
weist auf die Wirkung einer lange andauernden Luftinduktion hin, die 
vor der Übertragung des Mycels wirkt. 

Diese Beobachtung könnte zum Ausgangspunkt für weitere Ver- 
suche werden, die über die Art der Induktion durch die Luft Aufschluß 
geben könnten. 

Zusammenfassung. 

1. Die Zygophoren der Kopulationszone bei Mucor Mucedo waren 
niemals von der sexuellen in die asexuelle Phase umzustimmen. 

2. Die Spontanzygophoren waren dagegen sehr leicht zur Sporula- 
tion umzustimmen und verhielten sich dann den Zwergsporangien so 
ähnlich, daß auf eine Homologie der beiden Organe zu schließen ist. 

3. Spontanzygophoren sind ihrem innerphysiologischen Verhalten 
nach den Zygophoren der Kopulationszone nicht gleichwertig. 

4. Schädigungen gegenüber sind von allen Organen von Mucor 
Mucedo die Zygophoren der Kopulationszone am resistentesten. 

5. Beeinflussung mit flüchtigen Stoffen bewirkt die Tendenz ver- 
mehrter Sporangienbildung, ohne die Kopulation absolut aufzuheben. 

6. Die Anetholöle bringen das Carotin des Pilzes zum Verschwinden, 
ohne die Kopulation aufzuheben, was zum Zweifel an einem physiolo- 
gischen Zusammenhang zwischen Aktivität und Carotingehalt berechtigt. 

7. Fichtennadelöl erhöht den Carotingehalt, steigert die Bildung 
von Spontanzygophoren und erweitert deren Entwicklung. 

8. Mycelausschnitte geschädigter und an der Kopulation gehinderter 
Mucedo- Kulturen neigen bei Verpflanzung zu verstärkter Aktivität. 

9. Ein konstanter Luftstrom vermag die Kopulation nicht auf- 
zuheben. 

10. Die zygotropische Reaktion ist durch einen kontinuierlich 
gleichgerichteten Luftstrom aufzuheben oder doch auf ein Minimum 
herabzusetzen. 
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JSin neuer Impfsehrauk 1 . 

Von 

Georg Sdhtfeixer, Hohenheim (Wttbg.;. 

Mit 1 Textabbildung . 

(Eingegangen am 19 . August 1937.) 

Sogenannte Impfkäaten oder Impf schränke — in manchen größeren 
und in Spezial-Instituten selbst ganze Impfzimmer — sind schon seit 
Jahren für gewisse mikrobiologische Arbeiten zwecks Verhinderung 
der Luftinfektion in Gebrauch. Bei Einführung der Impfkästen war 
das leitende Prinzip (I) die allgemein bekannte Methode, Umimpfungen 
und ITmbettungen eines Objekts, z. B. von einem Kulturgefäß in ein 
anderes, in einer Wasserdampfatmosphäre — im einfachsten Falle 
über einem Topf kochenden Wassers — * vorzunehmen. 

Dabei wird von einem außerhalb des Impfkastens befindlichen Dampf - 
erzeuget aus durch eine Röhre heißer Wasserdampf in den Impfsöhrank 
eingeleitet, um fremde Keime innerhalb des Schrankes mit den Wasser- 
dämpfen niederzuschlagen bzw. abzutöten. Zwei größere runde Löcher in 
einer der verglasten Kastenwandungen dienen zur Einführung der Hände 
in den Impf schrank. Sämtliche Arbeiten gehen also in dem vorher mit 
Wasserdämpfen durchströmten Schrankraum vor sich. So willkommen 
derartig eingerichtete Impfschränke zuerst erschienen, so befriedigte das 
Arbeiten mit ihnen auf die Dauer in mancher Hinsicht doch nicht gan£, 
obwohl das Prinzip, nach dem sie gebaut sind, gut geheißen werden muß. 

Nachteilig empfand ich immer das Beschlagen der inneren Glas- 
wände mit Wasserdämpfen, wodurch die Sicht über den Arbeitsplatz 
verloren geht. Unangenehm ist auch, trotz des eigens für dasKondens- 
wasser eingerichteten Abflusses, das Naßwerden des ganzen Kasten- 
bodens, der als Arbeitsplatz trocken sein sollte. Zudem tropft häufig 
von der Decke des Kastens während des Arbeitens Kondenswasser auf 
die Hände und Instrumente, selbst in gerade zu dieser Zeit geöffnete 
Kulturgefäße herab und verspritzt beim Aufprall, was sicher bei von 
vornherein beabsichtigtem aseptischen Arbeiten nicht von Vorteil ist. 

Um die erwähnten und andere Unannehmlichkeiten auszuschalten, 
entstand aus langjähriger Praxis heraus der im folgenden beschriebene 
neue Impfschrank. Bei seiner Konstruktion habe ich zur Keimfrei- 
h&ltung des Impfschrankes zum Teil Erfahrungen berücksichtigt, die 
sich aus der Anwendung leicht verdunstender Desinfektionsmittel 
bei der Kalteterilisation ergaben (2). Nach reiflicher Erwägung sind 
dabei ältere Arbeitegrundsätze beibehalten worden, die auch im Impf- 

1 DR GM, der Firma Wagner 3t Münz, München. 
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schrank nicht außer acht gelassen werden können, sondern, entsprechend 
angewendet, die Vorteile des neuen Impfkastens gerade vervoll- 
ständigen. Nicht zuletzt sind ferner bei seinem Bau Methoden berück- 
sichtigt worden, die den Impfschrank auch zu Arbeiten mit menschlichen, 
tierischen und pflanzlichen Explantaten geeignet machen. 

Beschreibung des Impfsehrankes» 

Die Ausmaße des Impf schrankes tragen einer bequemen, un- 
gezwungenen Arbeitsweise Rechnung. Er ist aus Holz gebaut und als 
DRGM. gesetzlich geschützt. 

Alleinhersteller ist die Firma Wagner & Münz , Apparatebau für 
Chemie, Bakteriologie und Mikroskopie usw., München, Karlstr. 43. 
Der Schrank mißt in der Länge 45 (etwa Brustbreite), in der Tiefe 40 
und in der Höhe 30 cm. Rückwand, Decke und Vorderseite des Kastens 
sind verglast, die beiden Seiten wände und der Boden sind massiv aus 
Holz (Abb. 1, I). Um das ganze Arbeitsfeld im Sehrank in aufrecht 
sitzender Stellung bequem überblicken zu können (der Impfschrank 
ruht tfuf einem Tisch), ist die Vorderseite des Kastens zum größten 
Teil abgeschrägt, und nur ein kleiner Teil verläuft senkrecht zum Kasten - 
boden. Infolge der Abschrägung der Vorderwandung mißt die verglaste 
Deckenwandung in der Tiefe, gegenüber der Bodentiefe von 40 cm des 
Kastens, nur 18 cm. Boden, Seiten wände, Rückwand und Decke 
sind fest zusammengefügt, während die Vorderseite eine mit der 
Deckenwandung des Kastens durch Scharniere verbundene, nach oben 
aufklappbare Tür bildet Diese Tür selbst zerfällt in zwei wiederum 
durch Scharniere verbundene, verschieden große Teile, in die große 
schräg zum Boden verlaufende a, und die dieser anhängende, zum 
Boden senkrecht stehende kleine Tür b. Die Ränder der Seitenwände 
und die auf den Seitenwänden aufsitzenden Türrahmen sind mit 
dünnen Gummi- oder Filzbandem beklebt, so daß die Türen dicht 
schließen. Weiterhin wird der Verschluß der großen Tür a durch zwei 
an den beiden Seitens änden angebrachte Riegelhaken c und d gewähr- 
leistet. Die kleine, schmale Tur b von 5 cm Höhe trägt ein Schnapp- 
schloß e, so daß sie bei Bedarf während des Arbeitens im Schranke 
von innen her nach außen aufgestoßen und wieder geschlossen werden 
kann, um gegebenenfalls kleinere Gegenstände (niedere Schalen, In- 
strumente usw.) aus dem Kasten heraus oder in ihn hineinbringen zu 
können. Zum Schutze gegen das Eindringen fremder Keime von den 
Seiten her bei geöffneter, kleiner Tür b ist diese an den beidenEnden 
der Schmalseiten nach innen zu mit etwa dreiviertelkreisförmigen 
Holzscheiben (Ohren) versehen, die zur Deckelfläche senkrecht stehen 
(Abb. 1, II, /;.I1I, / und g). Die kleine Tür b kann, wie aus dem Ge- 
sagten hervorgeht, für sich allein geöffnet werden (Abb. 1, HI). Beide 
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Abi» l Impf schwank nach Schwetzet 

1. Gesamtansicht II. Vuihicbt auf du linke Seltene and bei eingestulpter Uummiinttiweliette und 
geschlossenem ])eckel m. Die zusammengesetzte Ture a und b (Vorderseite) geöffnet, IC1. Unterer 
Teil der Vorderseite mit geöffnetem, kleinem Turteil b. IV Aufsicht auf die Vorderseite des 
Schrankes bei gesclilossenen Türen a und b und nach außen gestülpten 0 umnii manschet ten k und / 
V. Aufsicht aui die vordere Stirnseite der linken Scitenwand bei in den Sclirank eingestiilpter Gummi- 
manschette k und halb geöffnetem Deckpl m. VI. 1. Rechter, hinterei Schrankraum mit Gasmikro- 
brenner qu und Abzugsrohr p (Vertikalschnitt). 2. Aufsicht auf die rechte Seitenwand bei eln- 
gestülpter Gummimanschette und geschlossenem Dockei n und auf den außerhalb des Schrankes 
verlaufenden Teil des Abzugsrohres p (Nähere Erklärung im Text.) 
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Türen a und b können aber auch, weil durch Scharniere miteinander 
verbunden, zusammen aufgeklappt werden (Abb. 1 , II), was haupt- 
sächlich beim Reinigen des Schrankinnem (Ausreiben mit Carbolwasser, 
Lysolwasser, Formalin, Sublimatalkohol u. dgl.) oder beim Einbringen 
größerer Arbeitsutensilien in Frage kommt. 

Die beiden massiven Seitenwände enthalten je eine etwa halbkreis- 
förmige Öffnung h und i. Die Ausmaße sind aus der Zeichnung ersicht- 
lich. Am Rande der Öffnungen bzw. auf ihrer peripheren Wandung 
sind etwa 20 bis 25 cm lange, ärmelförmige Gummistoffmanschetten k 
und l dicht angebracht, die genau der lichten Weite dieser Öffnungen 
entsprechen, und zwar so, daß die Manschetten von den Außenseiten 
des Impfschranks her die schlauchförmigen Zugänge für die Hände 
nach den Öffnungen (h und i) und zum Innern des Kastens bilden, 
ln der Nähe der nach außen stehenden Enden sind an den Manschetten 
Züge angebracht. Die Züge gewähren einen besseren Abschluß an den 
Handgelenken nach Einbringung der vorher desinfizierten Hände in 
die Manschetten. Bei Nichtbenutzung des Impfschranks sind die 
Gummimanschetten in das Schrankinnere eingestülpt und die halb- 
kreisförmigen Öffnungen mit entsprechenden, durch Riegel gehaltenen 
Holzdeckeln verschlossen (Abb. 1, II, m\ V, m und VI n). Abb. 1, V 
gibt die Aufsicht auf die vordere Stirnseite der linken Seitenwand wieder. 
Der Holzdeckel m ist halb geöffnet und die Gummimanschette ins 
Innere des Impf schranks eingestülpt. 

An der Innenseite der linken Seiten wand ist im oberen, der Rück- 
wand des Kastens nächstliegenden Viertel ein Praparatengläschen 
von etwa 20 ccm Inhalt befestigt, das abgenommen werden kann und 
zur Aufnahme der später zu besprechenden Desinfektionsmittel dient 
(Abb. 1, IV, o und V, o). 

Die hintere Hälfte der rechten Seitenwand ist in etwas mehr als 
halber Höhe durchbohrt. Durch diese Durchbohrung führt, wie die 
Abb. 1 (I, IV und VI 3 und VI 2 ) zeigt, ein zweimal rechtwinklig gebogenes 
Abzugsrohr p aus Kupferblech von höchstens 2 cm Durchmesser, das 
auseinandernehmbar ist. Der äußere Abzugsrohr- oder Schornsteinteil 
kann also auf den aus der rechten Seitenwand des Kastens heraus- 
ragenden Teil aufgesteckt werden und trägt oben eine Haube, um das 
Hereinfallen von fremden Keimen in den Schornstein zu verhindern. 
Bei Nichtgebrauch des Abzugsrohres tritt an Stelle des äußeren auf- 
steckbaren Ansatzrohres ein Kork Verschluß. Der hauptsächlich im 
Innern des Schrankes verlaufende Rohrteil p ist mit seinem Ende 
nach abwärts gerichtet und zu einem kleinen. Trichter erweitert. Dieses 
durch die rechte Seitenwand verlaufende Rührstück kann in der Wand- 
durchbohrung um 180° gedreht werden, so daß das Trichterende bei 
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Nichtgebrauch des Abzugsrohres senkrecht nach oben zeigt (Abb. 1, 
VI, 2?i). Bei Gebrauch des Abzugsrohres zeigt die Trichteröffnung im 
Schrank nach unten Unter der trichterförmigen Öffnung befindet 
sich ein kleines Spirituslämpchen (Abb. 1, qu). Noch besser ist ein 
Gasmikrobrenner, dessen Gaszuleitung von außen her durch eine 
Wanddurchbohrung fuhrt (Abb. 1, IV, qu und VT, qu). 

Außerdem enthält der Impf schrank zur Beleuchtung noch eine 
elektrische Birne r (Stabbirne), deren Stromzuleitung von außen her 
in das Innere des Schrankes führt. Der Ausschalter s befindet sich an 
der Außenseite der linken Seitenwand. Die am vorderen Holzrabmen 
der Schrankdecke angebrachte Birne ist von einem Schirm umgeben, 
der das Licht auf den Boden des Impfkastens wirft, so daß eine Blendung 
der Augen beim Arbeiten ausgeschlossen ist. Am besten wird der Impf- 
schrankboden in seiner ganzen Flache noch mit einer dünnen Glasplatte 
belegt. Im übrigen werden die Innen w r andungen des Impfkastens nicht 
mit Farbe oder irgendeinem Lack bestrichen, so daß der Schrank 
bei Bedarf jeweils mit einem der eingangs erwähnten Desinfektions- 
mittel feucht ausgerieben werden kann. Sollen die Innenwände doch 
irgendeinen Anstrich erhalten, so ist für diesen Zweck Garbolineum 
zu empfehlen 

Koimfmhnltumr und Anwendung des Schrankes. 

Vor erstmaliger Benutzung wird der Schrank mit einer wässerigen 
oder alkoholischen Losung irgendeines der üblichen Desinfektionsmittel 
feucht ausgerieben Zur weiteren Keimfreihaltung des Schrankinnern 
bedient man sich langsam verdunstender Desinfektionsstoffe in flüssiger 
oder fester Fo m, deren Dampfe nicht brennbar sein dürfen, falls später 
(was m den meisten Fallen zutreffen durfte) im Schrank zwecks Aus- 
gluhens von Platindraht, Skalpell, Lanzette usw. mit einem Spiritus- 
oder Gasflammehen gearbeitet werden soll Geeignet sind vor allem 
krist Garbolsaure (DAB. VT), Kreosot und Formalinlösung, besser 
aber Formalin in Tablettenform. In vielen Fallen benutze ich auch 
kristallisiertes Jod oder Jodoform in kleinen Mengen Selbst metallisches 
Quecksilber kann in extremen Fallen als Desinfektionsmittel in Frage 
kommen. Bei Verwendung von Quecksilber oder Jod kann man während 
des Arbeitens nach Belieben noch die bekannten dünnen Gurami- 
operationshandschuhe tragen, absolut notwendig ist es aber nicht, 
da ja die Arbeiten innerhalb des Schrankes jeweils nur kürzere Zeit 
in Anspruch nehmen. Ich selbst benutze meistens kristallisierte, reine 
Garbolsaure mit oder ohne geringen Jodzusatz, Formalintabletten, 
wie sie bei den Desinfekt ionslampen benutzt werden, oder geringe 
Mengen Jodoform. Auch mit Brom getränkte Kieselgur habe ich schon 
Archiv für Mikrobiologie. IM. 8 29 



412 


G. Schweizer: 


benutzt; davon bedarf es nur ganz geringer Mengen (2 bis 3 Tropfen 
Brom + 5 g Kieselgur). 

Das Desinfektionsmittel wird in kleinen Mengen in das an der linken 
Innenseitenwand befindliche Gläschen o gegeben, das dann offen bleibt. 
Etwa dauernd im Impfschrank gebrauchte Utensilien, wie Platindraht, 
Glasnadeln, Glasspatel, kleine Skalpelle und Taschenfeuerzeug zum 
Anzünden des Gas- oder Spiritusflämmchens, können gleichzeitig 
schon mit in den Schrank gegeben, aber auch später erst, etwa durch 
Abreiben mit Alkohol vordesinfiziert, kurz vor Benutzung des Schrankes 
durch dessen kleine Türe b in das Innere gebracht werden. Das Ein- 
bringen von Metallutensilien (Rasiermesser, Skalpelle usw.) in den 
Schrank erst kurz vor Beginn der Arbeiten ist namentlich zu empfehlen, 
wenn Desinfektionsmittel angewendet werden, deren Dämpfe Metalle 
stark angreifen. Nach Einbringung des Desinfektionsmittels ist der 
allseits verschlossen gehaltene Schrank nach Verlauf kurzer Zeit 
eigentlich für immer gebrauchsfertig. Die kleinen Mengen des Des- 
infektionsmittels, die innerhalb des Schrankes dauernd verdunsten 
und somit auch etwas in die Schrank Wandungen eindringen, genügen, 
den Innenraum des Kastens auf die Dauer steril und stets gebrauchs- 
fertig zu erhalten, natürlich nur, wenn inzwischen nicht die ganze Vorder- 
seite des Schrankes allzu lange offen gehalten wurde. Ist der Impf- 
kasten außer Gebrauch, so werden sämtliche Öffnungen geschlossen, 
wobei die Gummimanschetten nach innen gestülpt sind. Auch wird 
der äußere Teil des Abzugsrohres abgenommen und durch Korkvei Schluß 
ersetzt. 

Außer zu Impf zwecken eignet sich der eben beschriebene Impf- 
schrank auch gut für das Arbeiten mit Explantaten. So können größere, 
abgetrennte menschliche, tierische und pflanzliche Gewebestücke 
in einer sterilen Petri - Schale durch die kleine Tür 6 gegeben werden. 
Innerhalb des Schrankes werden dann auf einer kleinen Glas- oder 
Porzellanplatte aus größeren Stücken die für die betreffenden Gewebe- 
kulturen bestimmten kleineren Gewebestückchen heraus- und zurecht- 
geschnitten und sogleich zur Weiterkultur auf die vorbereiteten, 
sterilen Nährböden gegeben. 

Beim Arbeiten mit der Flamme (Ausglühen von Instrumenten 
oder Durchziehen von Deckgläsern und Objektträgern) ist zu beachten, 
daß die Flamme nicht zu groß ist. Es genügt eine Flammenhöhe von 
höchstens 2 cm. 

Hat man sich einmal an das Arbeiten im Impf schrank gewöhnt, 
so ist es ein leichtes, selbst Rasiermesserschnitte von Objekten innerhalb 
des Kastens herzustellen, die zur Gewebezüchtung verwendet werden 
können oder vor Luftinfektion geschützt werden sollen. Platz hierfür 
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ist im Schrank genügend vorhanden. Am besten eignen sich für solche 
Zwecke kleinere Rasiermesser (sogenannte Reiserasiermesser). Auch 
Rasierklingen können mit Vorteil benutzt werden. Ich stellte auch 
schon öfters innerhalb des Impfkastens auf einem kleinen, einfachen, 
zylinderförmigen Handmikrotom pflanzliche Mikrotomschnitte her, 
die dann zur Gewebezüchtung verwendet wurden. 

So gut der keimfreie Impfkasten zur Herstellung von Schnitten 
dienen kann, so gut eignet er sich auch für das Umbetten von Explan- 
taten von verbrauchten auf neue Nährböden, wenn nicht dieses Um- 
betten überhaupt umgangen wird, wie dies bei einigen anderen Kultur- 
methoden für Explantate der Fall ist f(2), Abschnitt Gewebezüchtung]. 
Auf alle Fälle entspricht die Verwendung des neuen Impfschrankes 
in botanischen, zoologischen, medizinischen und biologischen Labora- 
torien usw. allen Anforderungen. 

Anmerkung: Um etwaigen Ein wänden bezüglich der Verwendung 
des hier beschriebenen Impf sch rankes schon von vornherein entgegen- 
zutreten, soll an dieser Stelle kurz einiges zur näheren Erklärung er- 
örtert werden. Es könnte z. B. der Gedanke auf tauchen, daß während 
des Arbeitens mit impfbereiten Nährböden innerhalb des Schrankes 
Dämpfe der Sterilisationsmittel in die Nährböden eindringen, die nach- 
träglich nicht mehr so leicht aus diesen zu entfernen wären. Hierzu 
ist etwa folgendes zu sagen : Nach mehrtägigem Stehen des bis zur Be- 
nutzung allseits verschlossenen Impf schrankes ist wohl die Luft in ihm 
mit aus dem Gläschen verdunsteten Desinfektionsmitteln erfüllt. Bei 
Inbetriebnahme des Schrankes wird nun der Korkverschluß vom 
Flammenabzugsrohr abgenommen und der außerhalb des Schrankes 
verlaufende Rohrteil aufgesetzt. Nach dem Anzünden der Mikro- 
flamme zieht, was ich immer wieder nachzuprüfen Gelegenheit hatte, die 
mit den Desinfektionsmitteln gesättigte und sich erwärmende Luft durch 
das Abzugsrohr ab, und die Gefahr, daß etwa noch vorhandene 
desinfizierende Dämpfe in die Nährböden eindringen und Schaden an- 
richten, ist beseitigt. Es wurden seinerzeit Versuche mit Nährböden 
in Petri - Schalen und Reagensgläsern angestellt, die absichtlich lange 
innerhalb des Schrankes bei angezündeter Mikroflamme belassen wurden. 
Bei diesen Prüfungen konnten wohl nach Entnahme der Kulturgefäße 
an diesen äußerlich sowie an den aus den Reagensgläsem herausragenden 
Teilen der Wattestopfen die angewendeten Desinfektionsstoffe mittels 
des Geruchssinns noch kurze Zeit wahrgenommen werden, besonders, 
wenn der Desinfektionsstoff kleine Mengen Jodoform enthielt. Diese 
Erscheinung kann m. E. nicht schädlich, sondern nur nützlich sein. 
Bei Abnahme der Deckel und Wattestopfen waren in diesen Fällen 
durch den Geruchssinn innerhalb der Gefäße und mithin auch auf den 
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Nährböden keine Desinfektionsmittel festzustellen, ebensowenig auf 
makro- und mikrochemischem Wege. Trotz dieser Feststellung wurden 
derartige Nährböden mit empfindlichen Mikroben beimpft. Auch hier 
zeigten sich gegenüber den ebenfalls beimpften, als Kontrolle dienenden 
Nährböden, die nicht mit dem Schrankinnern in Berührung gekommen 
waren, keine Wachstumshemmungen, was doch hätte der Fall sein 
müssen, wenn beträchtliche Mengen Desinfektionsstoffe innerhalb des 
Schrankes in die Nährböden eingedrungen wären. Zudem ist zu be- 
merken, daß ja die Impf arbeiten niemals stundenlang dauern, sondern, 
wenn hierzu alles gut vorbereitet ist. im Einzelfalle höchstens einige 
wenige Minuten in Anspruch nehmen. 
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The production of caproic and butyric acids by the methane 
fermentation of ethyl alcohol. 

By 

H. Albert Barker 1 . 

With 1 figure in the text. 

(Eingegangen am 16. September 1937.) 

In a previous paper ( Barker , 1936 b) it was shown that one type 
of methane bacterium is able to convert ethyl alcohol quantitatively 
to acetic acid, at the same time reducing an equivalent amount of 
carbon dioxide to methane according to the equation 

2 C 2 H 5 OH + 2 H 2 0 + C0 2 -> 2 CH 3 COOH + CH 4 + 2 H 2 0. (1) 

The work referred to was carried out with impure cultures and it is 
therefore not surprising that when attempts were made to repeat the 
experiments, the fermentations sometimes followed a different 
course from that originally observed. In the present paper a methane 
fermentation of ethyl alcohol is described in which large quantities of 
butyric and caproic acidR are formed in addition to acetic acid. 

The cultures producing higher acids from ethyl alcohol were obtained 
by the same methods previously described for the enrichment of alcohol 
fermenting methane bacteria. Frequently such cultures produce only 
acetic acid, but more commonly a strong odor of higher acids and alcohols 
immediately indicates the presence of other compounds as well. The 
idea at once suggests itself that in the second, more complex type of fer- 
mentation, also other organisms are active. This can be readily confirmed 
by a microscopical examination of the Sediment present in the fermen- 
tation flasks. Whilo in the simple acetate fermentation, typical rods 
of Methanobacterium Omelianskii greatly predominate, the Sediments 
from the other type of fermentation show in addition large numbers of 
spore-forming bacteria of the Plectridium type. (Fig. 1, p 416). The study 
of the bacteria has not progrossed far enough to indicate whethor the 
spore-formers alone, or the two types of bacteria acting together are 
responsible for the formation of higher acids, though the latter possibility 

1 Division of Plant Nutrition, University of California, Berkeley, Cali- 
fornia. The author takes great pleasure in expressing his indehtedness to 
Prof. A. J. Kluyver for extending the hospitality of the Delft laboratory 
and for his interest, encouragement and advice during the progress of the 
* o**k. 
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seemB the more probable for reasons which will be given below. Both 
types of organisms were present in all of the cultures studied. 

The fermentation experiment to be described was carried out 
under the same conditions as the previous experiment on the methane 
fermentation ( Barker , 1936 b). The medium consisted of 2100 ccm of a 
solution containing at the time of inoculation approximately 1.5% 
ethyl alcohol and 1% calcium carbonate in addition to the essential 

mineral salts. The initial 
analysis was made seven 
days after inoculation. 
The fermentation was then 
allowed to proeeed for 
another thirty days at 30° C 
before being again ana- 
lyzed. 

A preliminary exami- 
nation of the volatile acids 
from the fermented culture 
showed that an acid or 
mixture of acids was pre- 
sent which was not miscible 
in all proportions with 
water but separated as a 
less dense oily layer. The 
very limited solubilitv of 
the material indicated that it must contain caproic or higher acids. 
lt became necessary to make a careful examination of the volatile 
acids in order to establish their identity. 

For this purpose the volatile acids from the gieater part of the culture 
medium (2000 ccm) were separated by steam distillation, and the distillate, 
which contained about 2500 ccm of 0.1 n acid, was neutralized and concan- 
trated to 500 ccm. Samples of this solution were then examined for the 
presence of various acids. Formic acid could be proved to be absent by the 
mercuric chloride reduction test. Before applying specific tests for other 
acids, a Separation of the higher fatty acids from any acetic and propionic 
acids that might be present was effected by taking advantage of the differen- 
tial solubility of the copper salts in ether. In the fraction of the copper 
salts not extractable by ether, acetic acid was identified microchemically 
as sodium uranyl acetate. There was also present in this fraction a small 
amount of a higher fatty acid which was identified as butyric acid by the 
form and the characteristic anomalous birefringence of the double salt of 
calcium barium acetate butyrate. This reaction proved at the same time 
that propionic acid could not have been present in appreciable quantities. 

From the ether solution of the copper salts of the higher fatty acids 
the ether was removed by distillation and the free acids were liberated by 
addition of an excess of sulphuric acid. The acids were then separated by 



Fig 1. Sediment from the complex type of femion- 
tation, containing besides the thin rods of Methanu- 
bnctermm Omelianskii laigc immbers of sporo-forming 
bacteria of the Plertndium type. 
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distillation, neutralized with dilut© caustic soda, and from this solution 
th© silver salts wer© fractionally precipitated by addition of silver nitrat©. 

The silver content of the various fractions was determined with 
the following results: first fraction 49.1%; seeond 49.9%; third 
50.9%; fourth 56.1%; fifth 56.9%. These figures seemed to indicate 
that the material in question was mainly a mixture of caproic acid 
(silver content of the silver salt 48.4%) and of butyric acid (silver content 
of the silver salt 55.3%). 

In order to make this conclusion more convincing a larger quantity 
of the higher fatty acids was separated from the lower acids, and the 
caproic and butyric acids were separated from each other as completely 
as possible by making use of their different solubilities in water and 
their different rates of distillation. From the two fractions obtained 
in this w'ay the silver salts were again prepared and analyzed. The 
silver content of the salt of the least soluble fraction proved to be 
49.2% and of the more soluble fraction 55.4%. We feel that we may 
conclude from these results that the higher fatty acids indeed consist 
of caproic and butyric acids. The first mentioned results of the analysis 
of the five successive fractions of silver salts make it most improbable 
that either valeric acid or any acid higher than caproic was present 
in addition to the acids already identified. 

The next step was, of course, to estimate the quantities of the 
various acids formed in the experiment under consideration. This was 
done by applying the principle of the Duclaux distillation to the analysis 
of a mixture of three acids, as has been done b y Schmidt (1932). It 
must be observed, however, that the general formulae given by him 
are ineorrect. For our own calculations we used the relations: 

A ~ z — B — C, 

10()Z ~az +C (a — c) 

B ' (b - a ) 

_ 100 Z (a' - b') - 100 Z' (a - b) + 2 (ab' - a! b) 
f ~ (b — a) (c' — a') + (a — c) ( b ' — a') ^ 

where A, B and C are the quantities expressed in terms of titratable 
acidity of the three acids present; a, b and c are the percentages of the 
total quantities of each acid which have been collected in the distillate 
after a definite portion of the liquid has been distilled over; a\ V and c f 
are the same percentages when some other portion of the liquid has 
been distilled over; z is the total acidity; Z is the acidity present in 
the portion to which a, b and c refer; and 7J is the acidity present in 
the portion to which a', 6' and c' refer. 


( 2 ) 

( 3 ) 
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The results of the analysis are eollected in Tables I and II. The 
earbon balance given in the latter shows that the method applied is 
indeed quite adequate for the purpose. 

Table I shows the actual quantities of the various substances 
at the beginning and at the end of the experiment. It should be remarked 
that at the beginning of the experiment the fatty acids were not present 
in sufficient quantities to permit of their detailed analysis. The figures 
given in column 2 were therefore calculated from the titratable acidity 
on the assumption that the three acids were present in the same ratio 
as was determined in the final analysis. This assumption was supported 
by the distillation values obtained in the application of Johnson' s (1932) 
micromethod for the estimation of volatile acids. 


Table I. Methane fermentation of ethyl alcoho). 


Substance 

Ethyl alcohol . . . 

Acetic acid 

Butyric acid . . . 
Caproic acid . . . 
Carbon dioxide . 
Methane 


Initial 

| Final 

Difference 

ff 

ff 

ff 

28.80 

1 8.04 

! - 20.76 

0.91 

1 10.00 

4 9.09 

0.53 

5.82 

-f 5.29 

0.64 

7.05 

+ 6.41 

9.74 

4.33 

- 5.41 

— 

2.03 

4- 2.03 


In Table II the results given in Table I are presented in the form 
of earbon and oxidation-reduetion balanees. Columns 1 and 2 are 
self-explanatory. Column 3 gives the distribution of earbon in the 
Substrates and in the produets expressed as a pereentage of the total 
earbon present in the compounds consumed (ethyl aleohol and earbon 
dioxide). In column 4 are given the quantities of Substrates and fermen- 
tation produets expressed in millimols In column 5 the milli-equi- 
valents of ,,available hydrogen“ present in the observed quantities of 
each compound have been given. By available hydrogen is meant 
the quantity of hydrogen which would be available for reduetion as a 
result of the eomplete dehydrogenation of an organie compound to 
earbon dioxide. The quantity of available hydrogen 1 must be the same 
in the fermentation produets as in the Substrate. 

In column 6 the amounts of available hydrogen are expressed as 
pereentages of the amount present in the fermented Substrate, that 
is, in the alcohol consumed, since earbon dioxide has a hydrogen value 
of zero. 

In Table II it will be seen that there is a very satisfactory agreement 
between the figures for total earbon and total available hydrogen in 


1 For a further explanation of this term the reader is referred to the 
dibcussion by Barker (1936 a). 



The produotion of caproic and butyric acid* by the methane etc. ’ 41^ 

the Substrates And in the producta formed. This indioates that no 
producta occurring In considerable quantitiea have escaped deteotion. 


Table II. Carbon and oxidation-reduction balanoes of methane 
fermentation of ethyl alcohol. 


Subst&nce 

8 

0» 

oarbon 

Milli- ! 
molB 

MUli-equlvalenta 
of m tJIable 
hydrogen 

RTftilable 

hydrogen 

Substrates 






Carbon dioxide . . . 

6.41 

12.0 

122.9 

— 

— 

Ethyl alcohol 

20.76 | 

83.0 

451.6 

6418 

100 

Total 


100 


5418 

100 

Products recovered 






Methane 

1 2.03 

12.3 

126.8 

1014 

18.7 

Abetio aeid . . . 

1 9.09 

29.6 

161.7 

1214 

22.4 

Butyric acid 

, 6.29 

23.4 

1 60.1 

1202 

22.2 

Caproic acid 

6.41 

32.3 

! 56.2 

1766 

32.6 

Total 

, 97.6 ! 



96.9 


It should be added that the odor of the fermented medium strongly 
suggests the presence of some higher alcohol, possibly caproic alcohol. 
No attempt was made to estimate the amount of this alcohol. However, 
on the basis of the fermentation balance it can be predicted that the 
quantity formed is very small. 

It may at onoe be pointed out that despite the apparent com- 
plexity of this fermentation the data are in complete agreement with 
the view that methane is formed by a reduction of carbon dioxide. 
Methane and carbon dioxide have been produced and consumed, respecti- 
vely, in nearly equimolecular quantities 

This result implies that all products formed besides methane must 
be considered as dehydrogenation products of alcohol. Roughly 34% 
of the alcohol has been converted into acetic acid, 27% into butyric 
acid and 37 % into caproic acid. The origin of acetic acid according to 
the equations. 

CHjCHaOH — CH s CHO + 2H (5) 

and 

CHgCHO + H 2 0 CHgCOOH + 2 H (6) 

is easily acceptable. For the higher acids it is impossible to esc&pe the 
conclusion that they have been formed by a condensation of a C t -com- 
pound, most probably acetaldehyde. In the butyrio acid fermentation 
of sugar it is often postulated that this acid arises according to the 
equation 


2 CHgCHO — CHgCHgCHgCOOH. 


(7) 
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The results of the analysis are oollected in Tables I and II. The 
carbon balanoe given in the latter shows that the method applied is 
indeed quite adequate for the purpose. 

Table I shows the actual quantities of the various substances 
at the beginning and at the end of the experiment. It should be remarked 
that at the beginning of the experiment the fatty acids were not present 
in sufficient quantities to permit of their detailed analysis. The figureö 
given in column 2 were therefore calculated from the titratable acidity 
on the assumption that the three acids were present in the same ratio 
as was determined in the final analysis. This assumption was supported 
by the distillation values obtained in the application of Johnson’ & (1932) 
micromethod for the estimation of volatile acids. 

Table I. Methane fermentation of ethyl aleohol. 

Difference 
g 

— 20.76 
+ 9.09 
-{- 6.29 
+ 6.41 

- 5.41 
4- 2.03 

In Table II the results given in Table I are presented in the form 
of carbon and oxidation-reduction balances. Columns 1 and 2 are 
self-explanatory. Column 3 gives the distribution of carbon in the 
Substrates and in the products expressed as a percentage of the total 
carbon present in the compounds consumed (ethyl aleohol and carbon 
dioxide) . In column 4 are given the quantities of Substrates and fermen- 
tation products expressed in millimols. ln column 5 the milli-equi- 
valents of ,,available hydrogen“ present in the observed quantities of 
each compound have been given. By available hydrogen is meant 
the quantity of hydrogen which would be available for reduction as a 
result of the complete dehydrogenation of an organic compound to 
carbon dioxide. The quantity of available hydrogen 1 must be the same 
in the fermentation products as in the Substrate. 

In column 6 the amounts of available hydrogen are expressed as 
percentages of the amount present in the fermented Substrate, that 
is, in the aleohol consumed, since carbon dioxide has a hydrogen value 
of zero. 

ln Table II it will be seen that there is a very satisfactory agreement 
between the figures for total carbon and total available hydrogen in 

1 For a further explanation of this term the reader is referred to the 
discussion by Barker (1936 a). 


Substance 

Initial 

.Final 

_ 1 

K 

g 

Ethyl aleohol 

28.80 

1 8.04 

Acetic acid 

0.91 

1 10.00 

Butyric acid 

0.63 

5.82 

Caproic acid 

0.64 

7.05 

Carbon dioxide 

9.74 

4.33 

Methane 

— 

2.03 
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the «ubatrates and in the producta formed. Ulis indioates that no 
producta occurring in considerable quantities have eacaped detection. 


Table II, Carbon and oxidation*reduction baianoes of methane 
fermentation of ethyl alcohol. 


Subtt&nce 

8 

0/0 of 
carbon 

Müii- 

moU 

ICUli-oqulv&lente 
of arailable 
hydrogen 

avftilable 

hydrogen 

Substrates 

Carbon dioxide . . . 

641 

12.0 

122.9 



Ethyl alcohol 

20.76 

88.0 

451.5 

5418 

100 

Total 


100 

I 

5418 

100 

Products recovered 






Methane 

2.03 

12.3 

126.8 

1014 

18.7 

Acetic acid 

9.09 

29.6 

151.7 

1214 

22.4 

Butyric acid 

5.29 

23.4 

60.1 

1202 

22.2 

Caproic acid 

6.41 

32.3 

55.2 

1766 

32.6 

Total 


1 97.6 



| 96.9 


It should be added that the odor of the fermented medium strongiy 
suggests the presence of some higher alcohol, poasibly caproic alcohol. 
No attempt was made to estimate the amount of this alcohol. However, 
on the basis of the fermentation balance it can be predicted that the 
quantity formed is very small. 

It may at once be pointed out that despite the apparent com- 
plexity of this fermentation the data are in complete agreement with 
the view that methane is formed by a reduction of carbon dioxide. 
Methane and carbon dioxide have been produced and consumed, respecti- 
vely, in nearly equimolecular quantities. 

This result implies that all products formed besides methane must 
be considered as dehydrogenation products of alcohol. Roughly 34 % 
of the alcohol has been converted into acetic acid, 27% into butyric 
acid and 37 % into caproic acid. The origin of acetic acid according to 
the equations. 

CHgCHgOH — CHjCHO + 2 H ( 5 ) 

and 

CH3CHO + H 2 0 CH3COOH + 2 H (6) 

is easily acceptable. For the higher acidB it is impossible to escape the 
conclusion that they have been formed by a condensation of a C 2 - com- 
pound, most probably acetaldehyde. In the butyric acid fermentation 
of sugar it is often postulated that this acid arises according to the 
equation 


2 CH3CHO CH^CHjCHjCOOH. 


( 7 ) 
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The evidenoe for thiß mode of origin of butyric aoid in oarbohydrate 
fermentation is only, however, of an entirely indireet nature. The 
reeults of the experiment under eonsideration give, on the contrary, 
direct evidenoe as to the correctness of this assumption. ln an entirely 
similar way the caproic acid may be supposed to arise from a oonden- 
sation of three molecules of acetaldehyde followed by a hydrogenation: 

3 CH^CHO + 2 H CHgCHgCHaCHgCHjCOOH + HjO. (8) 

Sinoe acetaldehyde is the first dehydrogenation product of ethyl aloohol, 
the formation of the various acids from this substance does not interfere 
with the general conception that methane fermentation is essentially 
a carbon dioxide hydrogenation coupled with a dehydrogenation of the 
organic Substrate. 

What relation exists between these various condensation reactions 
and the reduction of carbon dioxide to methane? The main quantity 
of methane must have been derived from the reaction 

4 CH 3 CH 2 OH + C0 2 4 CH 3 CHO + CH 4 + 2 H 2 0. (9) 

However, since the quantity of methane formed (127 millimols) is 
greater than can be accounted for by reaction 9 (113 millimols), another 
smaller amount of methane must have been formed by a further de- 
hydrogenation of acetaldehyde according to the equation 

4 CH3CHO + 4 H 2 0 + C0 2 4 CH3COOH + CH 4 + 2 H 2 0. (10) 

Yet the amount of acetic acid formed is not an exact measure for the 
extra methane produced, since a good deal of the hydrogen derived 
from the acetaldehyde is required in the hydrogenation reaction in« 
volved in the production of caproic acid according to the equation 

4 CH3CHO + H 2 0 

CH 3 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 COOH + CH3COOH + H 2 0. (11) 

In fact, it is evident that reaction 10 has proceeded only to a slight 
extent, sufficient to produce 14 millimols of methane. That is, not 
more than 12.4 % of the acetaldehyde (56 out of 452 millimols) has 
undergone this conversion. These considerations show that there 
are clearly two classes of reactions involved in this fermentation: those 
involving a reduction of carbon dioxide to methane (equations 9 and 10), 
and those not involving such a reduction (equations 7 and 11). Now 
the reactions of the first dass are the same as oocur in the simple methane 
fermentation of alcohol and are undoubtedly brought about by the 
methane bacteria proper. It seems highly probable, though no definite 
proof can be offered at present, that the reactions not involving carbon 
dioxide reduction are due entirely to the associate sporeforming bacteria. 
The latter evidently live exclusively upon acetaldehyde which has been 
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produced in the intermediate metabolism of the methane bacteria. 
Only studies with pure cultures of both organisms can of course definitely 
decide whether this Interpretation is correct. 

Needless to say, the results reported above are most remar kable, 
the production of butyric and caproio acids from ethyl alcohol being 
quite contrary to expectation. Only after a careful search of the litera- 
ture did we find that already in 1868 A . Bichamp had observed a similar 
conversion. His observation has been, however, practically forgotten, 
since no reference to it has been found in modern bacteriological litera- 
ture. Bichamp described an experiment in which he obtained 75 grams 
of a sample of crude caproic acid (evidently containing a good deal 
of butyric acid) from 106 grams of ethyl alcohol. 

Summary. 

A fermentation of ethyl alcohol under the influence of Methano- 
bacteriwn Omelianskii and an associated spore-forming bacterium is 
described in which the alcohol is converted into acetic, butyric and 
caproic acids. At the same time there occurs a reduction of carbon 
dioxide to methane. The data provide direct evidence for the formation 
of butyric and caproic acids by a condensation of a C 2 -compound which 
probably is acetaldehyde. 
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(Aus dem Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen.) 


Der Einfluß der Wuehsstoffe 
auf die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe. 

Von 

Niels Nielsen. 

(Eingegangen am 17. September 1937.) 

Vor kurzem (Nielsen 1937) wurde eine Methode beschrieben, mit 
der man einen zahlenmäßigen Ausdruck für die Senkungsgeschwindigkeit 
der Hefe bekommen konnte, d. h. für die Geschwindigkeit, mit der 
Hefe, die in destilliertem Wasser aufgeschlemmt ist, zu Boden sinkt. Diese 
Senkungsgeschwindigkeit ist selbstverständlich von verschiedenen 
Faktoren abhängig, von der Größe der Hefezellen, von der Form und 
dem spezifischen Gewicht, von der Agglutination oder Flockung, d. h. 
von der Zusammenballung der einzelnen Hefezellen zu größeren oder 
kleineren Klumpen; dieser letzte Faktor ist sicher von sehr großer 
Bedeutung für die Senkungsgeschwindigkeit. 

Versuche, die mit der genannten Methode angestellt wurden, 
zeigten, daß die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe in hohem Grade 
von den Bedingungen abhängig ist, unter denen die Hefe gezüchtet 
war. So ist die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe stark abhängig 
von der Zusammensetzung der Nähilösung, in der die Hefe gezüchtet 
war. Von besonderer Bedeutung ist der Stickstoff- sowie Wuchsstoff- 
gehalt der Nährlösung. Je ärmer an Wuchsstoff die Nährlösung ist, 
desto größer ist die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe. Hefe von einer 
wuchsstoffarmen Nährlösung konnte eine viermal so große Senkungs- 
geschwindigkeit haben wie Hefe von einer wuchsstoffreichen Nähr- 
lösung. 

Bei der erwähnten Untersuchung wurde Wuchsstoff in Form von 
Bierwürze zugesetzt. Hiermit wurden aber außer Wuchsstoff auch 
andere Stoffe der Nährlösung zugeführt, u. a. eine Reihe Stickstoff - 
Verbindungen. Da aber die erwähnte Untersuchung gezeigt hat, daß 
gerade die Stickstoffverbindungen der Nährlösungen große Bedeutung 
für die Senkungsgeschwindigkeit haben, so bestand die Möglichkeit, 
daß die mit der Bierwürze zugeführten Stickstoffverbindungen, und 
nicht der Wuchsstoff, die Senkungsgeschwindigkeit herabsetzten. Eine 
sichere Entscheidung, daß es wirklich der mit der Bierwürze zugeführte 
Wuchsstoff ist, der die Senkungsgeschwindigkeit beeinflußt, kann 
nur dadurch erreicht werden, daß man untersucht, welche Wirkung 
der Zusatz einer Reihe verschiedener Wuchsstoffpräparate auf die 
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Senkungsgeschwindigkeit der Hefe hat. Sofern die angewandten Wuchs- 
stoffpräparate einen großen Unterschied in ihrem Stickstoffgehalt 
zeigen, aber doch die gleiche Wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit 
der Hefe haben, so muß dieses als ein sicherer Beweis dafür angesehen 
werden, daß der Wuchsstoffzusatz die Senkungsgeschwindigkeit der 
Hefe beeinflußt hat, nicht die mit den Wuchsstoffpräparaten zugeführten 
Stickstoffverbindungen. 


Methodik . 

Die angewandte Methodik ist in der erwähnten früheren Arbeit 
ausführlich beschrieben. 

Die Hefe, deren Senkungsgeschwindigkeit untersucht werden sollte, 
wurde durch wiederholtes Aufschlemmen in destilliertem Wasser mit an- 
schließendem Zentrifugieren gereinigt. Nach dem Reinigen wurde die Hefe 
in einer entsprechenden Menge destillierten Wassers aufgeschlemmt. Das 
Ausrühren der Hefe im Wasser muß sehr sorgfältig vor sich gehen, ko 
daß sich keine Hefeklumpen m der Aufschlemmung finden, wodurch die 
Bestimmung der Senkungsgeschwindigkeit selbstverständlich ein falsches 
Ergebnis haben würde. Von dieser Hefeaufschlemmung entnahm man mit 
einer Pipette (mit ziemlich weiter Öffnung) 10 ccm. Diese wurden in ein 
gewogenes Wägeglas überpipettiert. Nach Trocknen zum konstanten 
Gewicht bei 105° wurde das Glas mit der Hefeaufschlemmung wieder 
gewogen und der Gehalt an Hefetrockensubstanz in den 10 ccm Aufschlem- 
mung bestimmt. Von der Hefeaufschlemmung wurden 50 ccm in eine 
50-ccm-Bürette überpipettiert. Diese Bürette hat einen Durchmesser von 
1 cm und ist unten durch einen Glashahn mit weiter Bohrung geschlossen. 
Die Bürette verschmälert sich gleichmäßig am unteren Ende, so daß sich 
keine Terrassen bilden, wo die Hefe sich ablagern könnte. Die Bürette 
wird genau senkrecht an einem Stativ festgespannt. Es ist notwendig, daß 
diese Bedingungen erfüllt werden, damit die Bestimmung richtige Ergebnisse 
liefert. Nach Ablauf der gewünschten Versuchszeit (bei diesen Versuchen 
eine halbe Stunde) wurden die untersten 12,5 ccm abgelassen (d. h. das 
unterste Viertel). Der Hahn, der die Bürette unten schließt, wurde zuerst 
ziemlich weit geöffnet, damit die Hefeaufschlemmung schnell heraus- 
strömte, danach wurde er etwas und nach Ausströmen der 12,5 ccm ganz 
geschlossen. Von diesen 12,5 ccm pipettierte man 10 ccm in eine Wägeschale 
über und bestimmte die Trockensubstanz durch Trocknen bis zum konstanten 
Gewicht bei 105°. Bei beiden Entnahmen — - bei Beginn und Abschluß des 
Versuchs — ist nach Möglichkeit die gleiche Pipette zu benutzen. 

Die Senkungsgeschwindigkeit wird durch die prozentische Senkung 
je Minute ausgedrückt, d. h. die Menge Hefe, die je Minute von den 
obersten drei Vierteln der Hefeaufschlemmung in das unterste Viertel 
hinabsinkt, in Prozent derjenigen Hefemenge berechnet, die sich ur- 
sprünglich in den obersten drei Vierteln der 50 ccm Aufschlemmung 
befand. Diose Größe wird SP genannt. Nennt man a den Gehalt an mg 
Hefetrockensubstanz in 10 ccm bei Beginn des Versuchs, b den Gehalt 
an mg Hefetrockensubstanz in 10 ccm aus dem untersten Viertel bei 



424 


N. Nielsen: 


Abschluß des Versuchs und t die Versuohszeit in Minuten, so kann 
man SP nach folgender Formel finden: 

»-„im 

Z.at 

V crsuchsergebnisse . 

Zu den Versuchen wurde ausschließlich ein Stamm von Saccharo- 
myces cerevisiae benutzt, der gleiche Stamm, der auch bei Versuchen 
hier im Laboratorium angewandt wird. Er wurde in einer Nährlösung 
folgender Zusammensetzung gezüchtet: 0,7 g MgS0 4 — 1,0 g KH 2 P0 4 

— 0,4 g CaCl 2 — 0,5 g NaCl — 0,6 g Asparagin — 100 g Rohrzucker 

— 1 / 2 ccm 1 %ige FeCl 3 je Liter. 500 ccm dieser Nährlösung wurden 
in 1 Liter- Stehkolben gegossen und nach Zusatz der gewünschten 
Menge Wuchsstoff durch Erwärmen auf 120° während 10 Minuten 
sterilisiert. Danach wurden sie mit Hefe geimpft und bei 20° stehen- 
gelassen. Nach Verlauf von 10 Tagen wurde die Hefe zu den Versuchen 
benutzt. 

Als Stickstoffquelle wurde Asparagin verwendet, weil die voraus- 
gegangene Untersuchung (Nielsen, 1937, S. 77) gezeigt hatte, daß die 
Hefe eine sehr große Seitkungsgeschwindigkeit bekam, wenn man 
Asparagin als Stickstoff quelle benutzte. Aus praktischen Gründen 
war es am vorteilhaftesten, Hefe mit einer großen Senkungsgeschwindig- 
keit zu untersuchen. Als Wuchsstoffpraparate wurden Bierwürze, 
„Aspergillin“ und Hefeextrakt benutzt. Die Bierwürze war Pilsner- 
würze (10,7 % Balling), Aspergillin war durch Züchtung von Aspergillus 
niger auf synthetischer Nährlösung hergestellt. Nach 20 Tagen wurde 
die Nährlösung abfiltriert und autoklaviert. Der Hefeextrakt war 
hergestellt, indem man 100 g Preßhefe mit 1 Liter destilliertem Wasser 
15 Minuten lang kochte. Von den drei Wuchsstoff präparaten wurde der 
Gesamtstickstoff bestimmt. Bierwürze enthielt je 10 ccm 6,7 mg 
Stickstoff, Aspergillin 42,0 mg Stickstoff und Hefeextrakt 5,0 mg 
Stickstoff. Die drei Präparate enthielten also sehr verschiedene Stick- 
stoffmengen. 

Es wurden vier Versuchsreihen angestellt. In den beiden ersten 
wurde die Wirkung von Aspergillin und Bierwürze, in den beiden letzten 
die Wirkung von Hefeextrakt und Bierwürze untersucht. Es wurden 
verschiedene Mengen Bierwürze zugesetzt, so daß der Gehalt der Nähr- 
lösung an Bierwürze von 1 / 8 bis 5 % schwankte. Von den beiden anderen 
Wuchsstoffpräparaten wurden wechselnde Mengen zugesetzt. Durch 
vorausgegangene Untersuchungen wurde ihre Wuchsstoffwirkung im 
Verhältnis zu der der Bierwürze bestimmt. Die Wuchsstoffwirkung 
des Hefeextraktes betrug nur ein Drittel von der der Bierwürze, und 
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es wurden deshalb dreimal so große Mengen zugesetzt. Die Wuchs- 
stoffwirkung des Aspergill in betrug nur ein Viertel von der der Bierwürze, 
und es wurden deshalb viermal so große Mengen Aspergillin wie Bier- 
würze zugesetzt. 

Die Untersuchungsergebnisse sind in den Tabellen I und II zu- 
sammengestellt. 


Tabelle I. Bierwürze oder Aspergillin als Wuchsstoff quelle. 
Senkungszeit 30 Minuten. 


Zusatz 

i 

Anfangs- 

Wert 

Schluß- 

wert 

SP 

i 

Zusatz 1 

Anfangs- 

wert 

Schluß- 

wert 

äp 

^ — 4 — 

Ve % Bierwürze , 

20,4 

64,9 

2,42 

V* % Aspergillin 

58,9 

139,6 

1,62 

l U % 

63,2 

134,8 

1,26 

1% 

» 

64,6 

112,2 

0,82 

v. % 1 

1 66,6 

94,1 

0,48 

2% 

99 

64,1 

84,2 

0,62 

1 % 

59,2 

81,4 

0,42 

4 % 

9 9 

55,2 

74,6 

0,39 

2% | 

62,8 

70,1 

0,13 

8% 

99 

69,2 

74,4 

0,29 

5% » 

59,1 ! 

62,2 

0,06 

20% 

99 

55,6 

66,2 

0,21 


Tabelle II. Bierwürze oder Hefeextrakt als Wuchsstoff quelle, 
Senkungszeit 30 Minuten. 


Zusatz 

Anfangs- 

wert 

Schluß- 

wert 

vS p 

Zusatz 

Anfangs- 

wert 

Schluß- 

wert 

SP 

1 / 8 % Bierwürze 

49,6 

151,2 

2,28 

s / 8 % Hefeextrakt 

30,8 

78,0 

1,70 

'U % 

Vt % 

55,0 

114,9 

1,21 

V/o 

69,0 

126,4 

1,27 

63,1 

I 98,4 

0,62 

i x i a % 

48,9 

88,1 

0,89 

1 % 

69,4 

! 79,7 

0,38 

3 % 

62,8 

97,8 

0,62 

2% 

67,7 

74,6 

0,11 

6 % 

63,0 

94,2 

0,65 

ö % 

1 63,8 

1 67,1 

0,06 

16 % „ 1 

87,6 j 

111,6 

0,30 


Alle vier Versuchsreihen haben deutlich gezeigt, daß ein Zusatz 
von Wuchsstoff die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe herabsetzt. 
Bei einem ganz geringen Wuchsstoffzusatz ist die Senkungsgeschwindig- 
keit der Hefe sehr groß, etwa SP ~ 2 ; mit steigendem Wuchsstoffzusatz 
sinkt die Senkungsgeschwindigkeit ziemlich gleichmäßig. Bei Zusatz 
von 5% Bierwürze ist sie auf 0,06 gesunken, also 40 mal geringer als 
bei Zusatz von 1 / 8 % Bierwürze. Mit Aspergillin und Hefeextrakt 
sinkt die Senkungsgeschwindigkeit nicht so stark. Bei Zusatz von 
Aspergillin sinkt sie von 1,52 auf 0,21, also auf ein Siebentel, bei Zusatz 
von Hefeextrakt sinkt sie von 1,70 auf 0,30, also auf ein Sechstel. Da 
die zugesetzten Mengen an Aspergillin und Hefeextrakt mit Hinblick 
auf ihre Wuchsstoffwirkung den zugesetzten Mengen an Bierwürze 
entsprachen, so mußte man erwarten, daß die Veränderungen in der 
Senkungsgeschwindigkeit bei Zusatz von steigenden Mengen gleich- 
blieben. Dieses ist nicht der Fall. Mit steigenden Bierwürzemengen 
fällt die Senkungsgeschwindigkeit viel stärker als mit steigenden Mengen 
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Aspergillin oder Hefeextrakt. Dieses beruht vermutlich darauf, daß 
auch die zusammen mit dem Wuchsstoff zugeführten Stickstoff- 
verbindungen die Senkungsgeschwindigkeit beeinflußt haben. Es kann 
aber auch auf Unterschieden zwischen dem Wuchsstoffgehalt der drei 
Wuchsstoffpräparate beruhen. 

In einer neuen Versuchsreihe wurde die Senkungsgeschwindigkeit 
bei Hefe untersucht, die mit einem noch geringeren Zusatz an Wuchs- 
stoff gezüchtet war, als dies bei den vorhergehenden Versuchen der 
Fall war. Als Wuchsstoff quelle wurde Bierwürze benutzt. Während 
der Zusatz an Bierwürze bei den vorhergehenden Versuchen von l / 8 
bis 5% schwankte, wechselte der Zusatz an Bierwürze bei dem neuen 
Versuch von 1 / 64 bis 1 % Bierwürze. Die Hefe war ebenso wie bei den 
vorhergehenden Versuchen 10 Tage alt, als man ihre Senkungs- 
geschwindigkeit bestimmte. Die Ergebnisse zeigt Tabelle III. 


Tabelle III. Die Senkungsgeschwindigkei t bei ganz kleinen 

Würzemengen. 

Senkungszeit 30 Minuten. 


Zusatz 

Anfangs - 
wert 

Schluß- 

wert 

SP 

Zusatz 

AnfangB- 

wert 

Schluß- 

wert 

SP 

1 / 64 % Bierwürze 

32,0 

89,9 

2,01 

1 Ih% Bierwürze 

| 43,1 

119,8 

1,98 

1 /aa% 

48,8 

134,2 

1,94 

l U % 

i 61,7 

106,0 

1,18 

1 /ie% » 1 

41,7 

112,6 

1,89 

1 % 99 

1 50,0 

72,4 

0,50 


Dieser Versuch bekräftigt die Ergebnisse der vorausgegangenen, 
denn die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe ändert sich sehr stark, 
je nachdem die Hefe mit viel oder wenig Wuchsstoff gezüchtet war. 
Ferner geht aus dem Versuch hervor, daß die Senkungsgeschwindigkeit 
der Hefe nicht weiter steigt, sofern der Zusatz an Bierwürze weniger als 
1 / 8 % beträgt, sondern ungefähr konstant bleibt (SP etwa = 2). Das 
beruht wahrscheinlich darauf, daß Hefe, die mit Zusatz von 1 / 8 % Bier- 
würze gezüchtet war, bereits so wuchsstof farm wie nur möglich geworden 
ist. Vermindert man den Wuchsstoffzusatz weiter, so wird die Hefe 
deshalb nicht Wuchsstoff ärmer werden, sondern es wird sich nur weniger 
Hefe bilden. Daß die Hefe eine Minimalgrenze für ihren Wuchsstoff- 
gehalt hat, ist früher nachgewiesen worden ( Nielsen 1935). 

Die hier mitgeteilten Versuche haben also eindeutig gezeigt, daß 
die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe in sehr hohem Grade von dem 
Wuchsstoffgehalt der Hefe abhängig ist. Je Wuchsstoff ärmer die Hefe 
wird, desto größer wird ihre Senkungsgeschwindigkeit. Daß wirklich 
der Wuchsstoffgehalt der angewandten Präparate und nicht andere 
Stoffe diese Wirkung ausüben, geht aus der deutlichen Parallelität 
zwischen dem Wuchsstoffgehalt der angewandten Präparate und ihrer 
Wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe hervor. Die Ab- 
weichungen, die sich zwischen der Wirkung der Bierwürze und der von 
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Aspergillin und Hefeextrakt finden, sind nur gering und können wahr- 
scheinlich darauf zurückgeführt werden, daß ihr Gehalt an anderen 
Stoffen, z. B, an Stickstoff Verbindungen, sehr verschieden ist. 

Dieser Einfluß des Wuchsstoffes ist dadurch besonders interessant, 
daß er nicht auf eine direkte Einwirkung auf das Wachstum zurück- 
geführt werden kann. Zufuhr von Wuchsstoff zur Hefe wird ja ein 
stärkeres Wachstum und als Folge hiervon die Anwesenheit vieler 
junger Hefezellen bewirken. Nun haben aber andere Versuche gezeigt 
(. Nielsen , 1937, S. 73, 76, 79), daß junge Hefe eine größere Senkungs- 
geschwindigkeit hat als ältere Hefe. Da die Zufuhr von Wuchsstoff 
eine Herabsetzung der Senkungsgeschwindigkeit bewirkt, so kann diese 
Wirkung nicht dem vermehrten Wachstum zugeschrieben werden. 
Der Wuchsstoff muß deshalb auf eine andere Weise auf die Hefe wirken. 
Die angewandte Methode gestattet keine Entscheidung, was die Ursache 
der großen Senkungsgeschwindigkeit ist, sie kann an dem höheren 
spezifischen Gewicht, an der Zunahme der Größe der Hefezellen und 
an einer stärkeren Flockung liegen. Wahrscheinlich ist das letztgenannte 
Verhalten — eine starke Flockung — die Ursache der großen Senkungs- 
geschwindigkeit ; die wuchsstof farme Hefe zeigt in wässeriger Auf- 
schlemmung große Klumpen. Wahrscheinlich bildet sich in der Hefe 
bei Mangel an Wuchsstoff ein Klebemittel, das nicht gebildet wird, 
wenn die Hefe wuchsstoffreicher wird. 

Zusammenfassung. 

Die Senkungsgeschwindigkeit bei Saccharomyces cerevisiaa, d. h. 
die Menge Hefe, die je Minute in einer Hefeaufschlemmung in destilliertem 
Wasser zu Boden sinkt, ist in hohem Grade von dem Wuchsstoff gehalt 
der Hefe abhängig. Die Hefe wurde in einer synthetischen, wuchs- 
stofffreien Nährlösung gezüchtet, zu der man steigende Mengen ver- 
schiedener Wuchsstoffpräparate, nämlich Bierwürze, Aspergillin und 
Hefeextrakt, zusetzte. Diese drei Wuchsstoff präparate hatten die 
gleiche Wirkung auf die Senkungsgeschwindigkeit der Hefe, so daß 
es ihr Gehalt an Wuchsstoff und nicht ihr Gehalt an anderen Stoffen 
sein muß, der die Senkungsgeschwindigkeit beeinflußt hat. Je mehr 
Wuchsstoff der Nährlösung zugesetzt wird, desto geringer wird die 
Senkungsgeschwindigkeit der Hefe. Eine Wuchsstoff arme Hefe besitzt 
also eine große, eine wuchsstoffreiche Hefe nur eine kleine Senkungs- 
geschwindigkeit. Der Unterschied ist sehr beträchtlich, denn die 
Senkungsgeschwindigkeit der Wuchsstoff armen Hefe kann bis 40 mal 
so groß sein wie die der wuchsstoffreichen Hefe. 
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(Aus dem Erbwissenschaftlichen Forschungsinstitut des Reichsgesundheits- 
amtes in Berlin-Dahlem.) 

Cytologische Untersuchungen an Paratyphus- and Colibakterien. 

Von 

Gerhard Piokarski. 

Mit 8 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 23. September 1937.) 

Eines der Ziele cytologischer Untersuchungen an Bakterien ist 
die Klärung der Frage, ob Bakterien ebenso wie andere Organismen 
Zellkerne besitzen oder diesen homologe Gebilde, die als morphologische 
Grundlage für erbbiologische Vorgänge angesprochen werden könnten. 
Auf Anregung des Herrn Prof. Dr. W. Seiffert bin ich dieser Frage 
nachgegangen. 

Nach Abschluß der vorliegenden Arbeit, deren Veröffentlichung durch 
äußere Gründe verzögert wurde, erschien in dieser Zeitschrift eine Arbeit von 
B. Stille ( 1937), der zu den gleichen Ergebnissen kommt, wie ich sie am anderen 
Objekt ebenfalls beobachten konnte. Aus diesem Grun.de habe ich das 
Manuskript meiner Arbeit erneut durchgearbeitet und an entsprechenden 
Stellen die Arbeitsergebnisse von B. StiUe berücksichtigt l . 

Bei der Frage nach dem Kern der Bakterien handelt es sich darum, 
einen Körper aufzufinden, der sich mit dem Kern der ein- und mehr- 
zelligen Tiere und Pflanzen homologisieren läßt. Die einzigen Mittel, 
die wir dazu in der Hand haben, sind Färbungen und eine echte mikro- 
chemische Reaktion. Genetische Methoden sind wegen der fehlenden 
Sexualvorgänge bei Bakterien nicht anwendbar. 

Bei den verschiedenen Untersuchungen der früheren Autoren 
wurden meistens Farbstoffe gewählt, die in der histologischen und 
cytologischen Forschung als Kernfarbstoffe gebräuchlich — und auch 
erprobt — waren, es zum Teil auch noch sind. Eisenhämatoxylin nach 
Heidenhain wurde neben Romanowsky-Qiemsa - Farbgemisch und Methyl- 
grün als „chromatinspezifisch“ angesehen. Außerdem kamen die 
Bakterienfarbstoffe in verschiedensten Variationen und Zusammen- 
stellungen zur Anwendung, und die Körner, die man dann in den Zellen 
zu sehen bekam, wurden als Kerne ausgegeben. A. Meyer (1912) macht 
sich in seinem Büchlein über die Zelle der Bakterien die Mühe, die 
Fehldeutungen richtig zu stellen, obgleich er selbst in Ermangelung 
eines spezifischen Kernfärbemittels sicher auch nicht immer die richtige 
Deutung gefunden hat. 

1 Bei der Abfassung der Arbeit haben mir die Herren Prof. Dr. 0 . Just 
und Dr. H. Bauer wertvolle Hinweise gegeben, für die ich ihnen bestens 
danken möchte. 
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Anders liegen die Verhältnisse seit der Entdeckung der Nucleal- 
reaktion nach Fettigen, die eine ohemische Definition erlaubt. Bei 
dieser Färbung handelt es sich um den mikroskopisoh-ohemischen 
Nachweis einer Nudeinsäure vom Typus der Thymonucleinsäure, wie 
sie sich als regelmäßiger Bestandteil der chromatischen Substanz 
tierischer und pflanzlicher Zellkerne findet. 

Was berechtigt uns, der fuchsinschwefligen Säure beim Suchen 
nach Kernen oder gleichwertigen morphologischen Gebilden eine solche 
Bedeutung beizumessen? Die bisherigen Erfahrungen haben gezeigt, 
daß die Kerne und besonders die Chromosomen durchgehende eine 
Nudeinsäure vom Typus der Thymonucleinsäure enthalten, und daß diese, 
nach vorheriger Hydrolyse mit normaler Salzsäure, mit fuchsinschwefliger 
Säure die bekannte Feigen- Reaktion gibt. Außer einigen ganz wenigen 
Spezialfällen besitzt diese Reaktion für die Tiere und Pflanzen eine 
gewisse Allgemeingültigkeit [vgl. die Arbeiten von Fevlgen (1932), 
H. Bauer (1932), Milovidov (1936)] . Vor Augen halten muß man sich dabei 
aber stets, daß eine positive Nucleal-FewZgrew-Reaktion zunächst stets 
nur den Nachweis für das Vorhandensein von Thymonucleinsäure 
bedeutet. Erst in zweiter Linie darf man — sofern bestimmte biologisch- 
physiologische Bedingungen erfüllt sind (verstanden wird darunter 
vor allem die Fähigkeit der Teilung des gefärbten Körpers vor der Zell- 
teilung) — die Feulgen - positiven Zellbestandteile als Kernsubstanz 
ansprechen. Aber selbst dann, wenn diese Bedingungen erfüllt sind, 
ist die Identität mit Kernsubstanz kein zwingender Schluß. In den 
Blepharoplasten der Trypanosomen findet man nämlich Gebilde, die die 
oben angegebenen Bedingungen erfüllen und doch nicht Kernnatur 
besitzen, also nicht als genetisch wesentlicher Zellbestandteil anzu- 
sprechen sind [ Bresslau und Scremin (1924)]. 

Man sollte glauben, daß es mit der mikrochemischen Untersuchungs- 
methode gelingen müßte, den Bakterienkern — sofern er den gleichen 
Chemismus wie die Zellkerne der Protisten und Metazoen besitzt — 
aufzufinden. In der Tat hat sich nachweisen lassen, daß die Bakterien 
Thymonucleinsäure 1 enthalten und eine positive Nuclealreaktion geben. 
Dennoch hat sich bisher kein eindeutiger Nachweis für die Existenz 
eines dem Kern der höheren Tiere und Pflanzen gleich zu setzenden 
Gebildes erbringen lassen, und die Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten 
ließen noch mehrere Deutungen zu, die im einzelnen schon öfter auf- 
gezählt worden sind, so daß mir ein Hinweis auf die Arbeiten genügend 
erscheint [K. Pietschmann (1931), Milovidov (1935), Stille (1937)]. 

Auffallend war jedoch eine bemerkenswerte Übereinstimmung, 
die bis vor kurzem für diejenigen Befunde bestand, die sich auf die 

1 Um Mißverständnissen vorzubeugen, sei betont, daß unter Thymo- 
nucleinsäure stets die an Eiweißkörper gebundene (Nucleoproteide) und 
nicht die freie Säure (Volutin) verstanden wird. Siehe auch Reichenow 1928. 
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sporenbildenden Bazillen beziehen. Für 1 . Bac. mycoides, 2. B.mega - 
terium , 3. B. anthracoides, 4. B. subtilis wurde nämlich von Pietschmann 
und Bippel (1), Petter (1 u. 2), Milovidov (1, 2, 3 u. 4), Voit (4) einheitlich 
beobachtet, daß die sporenbildenden Bazillen eine diffuse Nucleal- 
reaktion geben. Zur Zeit der Sporenbildung kondensiert sich die nucleal- 
positive Substanz, um (nach Pietschmann und Bippel nur zum Teil) 
in die Spore einzugehen. 

Alle diese zunächst einheitlich erscheinenden Befunde sind nun 
allerdings soeben von B. Stille (1937) berichtigt worden. Er konnte 
nachweisen, daß die diffuse Nuclealreaktion nur durch die Hydrolyse 
bei + 00° C zustande kam. Er fand dagegen bei weniger starker Hydro- 
lyse bei + 40° C schon in den vegetativen Zellen lokalisierte Thymo- 
nucleinsäure, und zwar in der gleichen Anordnung, wie ich sie (siehe 
weiter unten) bei den nichtsporenbildenden Bakterien beobachten 
konnte. Jede vegetative Zelle von Bac. megaterium , B. mesentericus 
fuscus , B. mycoides , B. subtilis, B . Ellenbachensis , B. robur und B. 
ruminatus beherbergt im Innern zwei Feulgen- positive Gebilde, die sich 
teilen. Bei der Sporenbildung geht einer von den beiden Körpern in 
die Spore ein, der andere geht zugrunde. Bei der Deutung seiner Be- 
funde läßt Stille aber die Frage, ob die gefundenen Zelleinschlüsse 
als Kerne angesprochen werden dürfen, offen. ,,Es spricht“, wie er 
schreibt, „vieles für ihre Kernnatur. Es kommen jedoch eine ganze 
Reihe von Möglichkeiten hinzu, die zur Vorsicht in der Deutung mahnen 
und jedenfalls eine endgültige Entscheidung noch nicht ermöglichen“. 
Ein endgültiges Urteil, ob wir in den Nucleal körpern Kerne sehen dürfen, 
ist erst möglich, „wenn weitere Objekte und Kriterien für eine Kern- 
natur beigebracht und mögliche Fehlerquellen ausgeschaltet sind“. 

Fast einheitliche Befunde zeitigten die Untersuchungen an Sarcinen . 
Petter (2) bekam bei Sarcina gigantea , die sie aus einem Hering isolierte, 
eine echte Nuclealreaktion an einem Körper, den sie als Kern anspricht. 
Dieser teilt sich nach ihrer Angabe amitotisch und verhält sich chemisch 
und färberisch wie ein echter Zellkern. Die zweite Mitteilung über 
Sarcina lutea machte Milovidov (1). Er entscheidet aber nicht, „ob die 
ganze Sarcina-Ze Ile oder nur die zentral liegenden Körperchen die 
Reaktion geben; man kann nur gefärbte Pünktchen beobachten. Die 
Frage, ob diese Pünktchen mit den von anderen Autoren beschriebenen 
Pünktchen übereinstimmen, muß man deshalb dahingestellt sein lassen“. 
Leider gibt Milovidov keine Abbildungen seiner Sarcina. Als zentralen 
Kern deutet auch Sassuchin einen nuclealpositiven Körper, den er 
bei Sarcina flava fand. B. Stille beschreibt bei Sarcinen „einen nucleal- 
positiven Bezirk“, den er im Zellinnern beobachten konnte. Delaporte, 
die vor kurzem bei Kokken nach Kernen suchte, fand zentral gelegene 



Cytologische Unteisuchungen an Paratyphus- und Colibaktei len. 


431 


Kerne, die sie wiederum mit dem Zentralkörper der Blaualgen in Zu- 
sammenhang bringt. 

Außer den genannten Bakteriengruppen wurden noch weitere 
Arten untersucht, ohne daß aber die Frage nach dem Kern der Bakterien 
eindeutig beantwortet werden konnte. 

Voit (1,2) fand „nur Kernstoffe im biochemischen Sinne“; er will 
damit sagen : Thymonucleinsaure, wie sie bei den holleren Organismen stets 
anzutreffen ist (siehe auch Imsenecki ). - Nach Thomas (1, 2) kann bei 
B. Calmetti das (liromatin in Bakterienprotopiaston diffus verteilt sein 
oder in Korner, die sich durch Einschnürung teilen, kondensiert werden. 
Als Kernsubstanz sprechen Epstein , Rav i ch - Birg er und Svinkma (1, 2) 
FmZgcw -positive Körper m Tuberkelbakterien an, die sie vorher mit Schwefel- 
kohlenstoff entfetteten. - - Ebenfalls Feulgen- positive Gebilde beschreibt 
Delaporte (2) in Spinllurn praeclarurn (aus dem J)arm der Kaulquappe von 
Alytes obstetricans ); dieses Bakterium enthalt einen Achsenfaden, der mit 
Eisenhamatoxylin sowie nach Feulgen gut farbbar ist. Bei der Spoienbildung 
wird der Achsenfaden gleichsam in die entstehende Spore aufgenommen. 
Ist die Spoie reif, dann besitzt die ubrigbleibende Zelle keine Feulgen- 
positiven Substanzen mehr. Es wird abzuwarten sein, ob sich ähnliche 
Befunde wiederholen. * Auf zwei Arbeiten über B. pestis soll erst nach 
Mitteilung der eigenen Befunde eingegangen werden (S. 437). 

Nach den bisherigen Arbeitsergebnissen darf das Vorli an densein 
von Thymonucleinsaure in den Zellen der Bakterien als völlig gesichert 
gelten. Ebenso ist wohl kein Zweifel darüber, daß die Thymoruieleinsäure 
auch lokalisiert in Gestalt von kleinen Kornern in Bakterienzellen 
und Sporen angetroffen werden kann Wenn Pietschma?m schreibt, 
daß genetisch betrachtet, die Thymonucleinsaure ,,doch nicht das 
Wesentliche, kaum Gensubstanz“ sein kann, so ist dazu zu sagen, daß 
wir wie auch Pietschmann (allerdings mit einem Fragezeichen) be- 
merkt nach den bisherigen Erfahrungen ,,in der Thymonucleinsaure 
einen ständigen Begleit stoff von Gensubstanz“ vor uns haben Lassen 
sich daher nuelealpositive Gebilde feststellen, die sieh durch ihre Nucleal- 
reaktion scharf vom übrigen Zellinhalt unterscheiden und sich regelmäßig 
vor jeder Zellteilung auch teilen, dann darf man wohl - ohne die Tat- 
sache der nuclealpositiven Blepharoplasten außer acht zu lassen 
immerhin als nicht unwahrscheinlich ansehen, daß wir Strukturen von 
kernahnt icher Bedeutung vor uns haben. 

Eigene Untersuchungen. 

Material und Technik. 

Als Untersuchungsobjekt diente in erster Linie der nichtsporen- 
bildende Paratyphus B-Bacillus, Stamm V 2 . Dann wurde noch der 
Stamm SS von Bac. Coli geprüft. Sie wurden auf gewöhnlichem 
Bakterienagar, auf synthetischen Nährböden und in Bouillon gezüchtet 
und stets bei 37° 0 im Brutschrank gehalten. Es sei aber schon an dieser 

30 * 
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Stelle betont, daß eine Abwandlung der Nährbodenverhältnisse durchaus 
keinen Einfluß auf die Arbeitsergebnisse hatte. 

Die beiden benutzten synthetischen Nährböden hatten folgende Zu- 
sammensetzung : 

I. Asparagin -Natrium 0,5%, Natriumlactat 0,ö%, Kaliumbiphos- 
phat 0,2%, Magnesiumsulfat 0,02 0 o , Kochsalz 0,2%, Agar 2,0%. 

II. wie I., nur wurde Natriumlactat durch Traubenzucker in gleicher 
Menge ersetzt. 

Als Zuchtgefäße dienten die üblichen Petri- Schalen und Reagensrohrchen. 
Daneben kam die sogenannte „Nährbodenfilmmethode“, wie K. Hu diese 
Art der Bakterienbeobachtung nennt, zur Anwendung, um lebende Bakterien 
einzeln zu beobachten. Sie besteht darin, einen Nährboden herzustellen, 
der so dünn ist, daß man die Bakterien noch durch den Nährboden hindurch 
mit der Ölimmersion beobachten kann (Einzelheiten der Technik siehe bei 
J . Fortner). 

Die Bakterien wurden entweder als Klatschpräparate studiert oder 
mit einer Platinose von der Kolonie entnommen und auf Deckgläser aus- 
gestrichen. Als Fixierungsmittel kam Essigsäure, Osmiumsaure, das Ge- 
misch nach Camoy oder Sublimatalkohol zur Anwendung. Die Fixierung 
über der Flamme wurde als zu grob bewußt vermieden. 

Die Färbung geschah in erster Linie mit Caiminessigsäure (C. E. S.). 

Dieser Farbstoff macht eine vorherige Fixierung über fl iissig. Die 
Essigsäure fixiert - - wenigstens Kern Strukturen - recht gut. Die G. E. S. 
hat in den letzten Jahren immer mehr ihre Brauchbarkeit für cytologisclie 
Untersuchungen erwiesen. Es sei nur an die Arbeiten von E. Heitz erinnert, 
dem ich die Bekanntschaft mit diesem Farbstoff verdanke. Auch die Unter- 
suchungen an den Speicheldrüsenchromosomen der Dipteren haben die 
hohe Spezifität der C. E. S. für typische Kernsubstanz (Thymonuclein- 
saure) bewiesen und gezeigt, daß die Farberesultate mit der G. E. S. große 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Nuclealreaktion besitzen. 

Die Anwendung geschieht in der folgenden Weise : Die frischen K latsch - 
Präparate werden direkt auf einen Objektträger in einen Tropfen G. E. S. 
gelegt. Schon nach etwa einer Minute sind die Bakterien optimal durch - 
gefärbt. Von der Anfertigung von Dauerpraparaten wurde bei dieser Färbe - 
methode in den meisten Fallen abgesehen, weil sich der Farbton im Alkohol 
und Xylol verschlechterte. 

Notwendig erscheint mir ein Hinweis zur Herstellung der C. E. S. 

In einem kochenden Gemisch von 1 Teil Eisessig und 1 Teil destilliertem 
Wasser lost man soviel pulverisiertes Garmin, daß die filtrierte Losung 
dunkelrot erscheint. 

Neben der C. E. S. wurde die Nuclealreaktion nach Feulgen ausgiebig 
verwendet. 

Im allgemeinen ging die Anwendung so vor sich: 

1. Fixierung (Art der Fixierung war ohne Einfluß auf das Farbe - 
ergebnis). 

2. Abspulen m Aqua dest. 

3. Hydrolyse etwa 10 Minuten in normaler Salzsäure bei 00° G. 

4. Abspülen in Aqua dest. 

5. Etwa 1 Stunde Färbung in fuehsinschwefliger Saure, die einen 
Überschuß an S0 2 enthielt. 
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6. Waschen in S0 2 -Wasser (etwa 10 bis 15 Minuten zweimal wechseln). 

7. Alkoholreihe-Xylol-Canadabalsam. 

(Herstellung der fuchsinschwefligen Saure siehe bei Fettigen in Abderhaldens 
Handbuch und bei v. Schuckmarin). Eine Verbesserung der Nuclealreaktion 
wurde durch die Abwandlung der fuchsinschwefligen Sauie nach Wennei 
(Zusatz von Acetaldehyd und erneute Entfärbung durch S0 2 ) nicht erreicht. 

Das Ergebnis der Färbung blieb das gleiche, wenn man auf die Fixierung 
verzichtete und die Klatschprapaiate direkt für 10 Minuten in normale 
Salzsaure stellte, um die Hydrolyse vorzunehmen. Nicht hydrolysierte 
Präparate blieben ungefärbt. Sie wurden zur Kontrolle stets gepriift. 

Die Photographien wurden mit dem „Panphot“ der Firma E. Leitz 
angefertigt, einer auch mir zur Verfügung stehenden Leihgabe der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft. Die Photographien sind sämtlich mit einer 
1 / 12 Ölimmersion (95mal) und 
achtfachem Okular von Leitz 
auf genommen. Dazu kam 
eine zusätzliche Vergröße- 
rung der Bilder durch den 
Balgenauszug. Leider konnte 
die Vergrößerung nicht bei 
allen Photos einheitlich ge- 
halten werden; doch hegt 
sie etwa zwischen 1200 und 
1500 mal. 

Befunde . 

Die cytologischen Un- 
tersuchungen erstreckten 
sich auf nichtsporenbil- 
dende Bazillen. Diese 
wurden gewählt, um Ver- 
wechslungen von sich ent- 
wickelnden Sporen mit 
Kernstrukturen von vorn- 
herein auszu schalten. 

Grundsätzlich ließ sich 
dabei fest stellen, daß alle 
Arten und Stamme eine positive Nuclealreaktion bei voraufgehender Hydro- 
lyse zeigten Rein technisch wurde peinlichst darauf geachtet, Pseudo- 
reaktionen durch freies Fuchsin, Plasmalogen- oder Volutinreaktionen 
zu verhindern, so daß die Strukturen, die sich mit der fuchsinschwefligen 
Saure darstellen ließen, nach unserem heutigen Wissen wohl sicher als 
an Eiweiß gebundene Thymonueleinsaure, wie wir sie in den echten 
Zellkernen finden, angesprochen werden durften. 

Zur Untersuchung wurden die nicht sporenbildenden Paratyphus - 
und Coli- Bazillen gewählt. Diese treten uns in der üblichen Bouillon- 
agarkultur in zwei verschiedenen Formen entgegen, die im folgenden 
als primär und sekundär bezeichnet werden. Die primären Zellen (Abb. 1, 



4bl>. 1. Parat yphusbazillen PrimareForm Nuclcal- 
renktion ohne Plasmagogeiii.il huug ln den Zellen stets 
2 (oder ein Mehrfachen du\on) nuclcalposith e Körper 
Die Pfeile weisen in alphabetiseher .Reihenfolge auf die 
Teilung der nuelealposith en Körper hin D Zelle 
mit drei Nuclealkorporn ; der eine iBt oitenbar dem 
anderen in dei Teilung schon \ orangegangen (Nur sein 
selten zu finden ) 
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2 und 5) erhalt man stets, wenn man eine frische Agarplatte mit 
lebensfähigen Keimen beimpft und nach drei- bis sechsstündigem 
Aufenthalt im Brutschrank bei 37° untersucht 1 . Bleiben die beimpften 
Agarplatten langer im Brut- 
schrank, dann treten unter 
Umstanden schon die sekun- 




ü * 


Abb 2 Paratyphusba- 
zillen Primäre Form 
CannmeHsigsuure ohne 
vorherige Hydiolvse 


Abb. 3 Paratyphusbazillen Sekundäre V orm INucleal- 
leaktion ohne Plasmagegenfärbung ln den Zellen stets 
ein zentral gelegener nuclealposlti\ er Koiper. Zum 
leil m Teilung begriffen, charakteristische Teilungs- 
stadien (a — 0 sind durch Pfeile «(kennzeichnet 



Abb 4 Paratyphusbazillen Primäre und 
sekundäre Bakteiien 'nebeneinander mit l ar- 
minessig saure gefärbt Einige bikundar- 
formen durch Pfeile gekennzeichnet l)ie 
ungefärbten Zellen ohne Inhaltskorpei sind 
abgestorben Das Praparat wurde dadurch 
gewonnen, daß etwa 10 Tage altes Kultur- 
material auf eine frische Agarplatte geimpft 
und von den Impfstrichen nach 2 Stunden 
ein Klatschpraparat angefertigt wurde Einige 
Sekundärzellen haben sich schon in Primar- 
zellen umgewandelt 


daren Formen (Abb 3 und 4) auf, 
indessen hangt das Auftreten von 
Sekundarformen anscheinend von 
der Masse der angesammelten Stoff - 
wechselprodukte ab, ist also ab- 
hängig von der Masse der auf- 
geimpften Bakterien und der Menge 
des Nahrmediums Es scheint das 
folgende Verhältnis zu bestehen, 
für das experimentelle Grundlagen 
gefunden wurden Je mehr Bak- 
terien auf geimpft werden, und je 
niedriger der Agar gegossen vird, 
desto früher treten die sekundären 
Formen auf. Sie können sehr 
lange am Leben bleiben Ihre 
Lebensfähigkeit hangt ab von der 
vorhandenen Feuchtigkeit Auf 
frischen Nährboden gebracht, 
wachsen sie zu pnmaien Foimen 
heran 


1 Diese Zeiten gelten fui einen bestimmten Paratyphushtamm und 
haben keine allgemeine Gültigkeit, sondern sind bei jedem Stamm verschieden. 
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Die beiden Formen, die primäre und die sekundäre, lassen sich cy to- 
logisch klar unterscheiden (vgl. Abb. 1 bis6). Beide geben einwandfreie Nu- 
clealreaktionen an morphologisch scharf umgrenzten Körpern. Die primäre 
Form enthält zwei nuclealpositive Körper, die nahe den beiden Polen 
des Stäbchens liegen (Abb. 1, 5 und 6), die sekundäre Form dagegen 
besitzt nur einen zentral gelegenen Körper (Abb. 3 und 4). Dieser läßt 
sich im Gegensatz zu den Gebilden der Primärform auch mit der hier 
zum ersten Male bei cytologischen Untersuchungen von Bakterien 
benutzten Carminessigsäure (C. E.S.) leicht sichtbar machen (siehe auch 
unseie Abb. bei W. Seiffert , S. 526). Ein weiterer Unterschied zwischen 
den beiden Formen besteht hinsichtlich der Färbbarkeit des Zelleibes mit 
C. E. S. Die primären Zellen nehmen 
das Car min stark auf, die sekundären 
Formen werden dagegen nur schwach 
gefärbt (Abb. 2 und 4). Die primären 
Zellen erscheinen dann zwar nicht ab- 
solut homogen, aber man kann auch 
keine definierbaren Strukturen er- 
kennen. Anders wird das Bild, wenn 
man die primäre Form der Bakterien 
etwa 5 Minuten der Hydrolyse durch 
normale Salzsaure bei 60° C aussetzt. 

Färbt man nun, nachdem die Präparate 
in destilliertem Wasser ausgewaschen 
wurden, dann sieht man ganz klar die gleichen Strukturen, die uns auch 
die Nuclealreaktion offenbart. Da-* gleiche Bild ergibt sich bei Hydiolyse 
und nacht iaglicher Färbung mit Giemsafaibstoff (Abb. 5). Die Frage 
ist jetzt: wie wirkt die Hydrolyse vor der Färbung mit C. E. S.? 

Große Wahrscheinlichkeit hat nach meiner Ansicht die Annahme 
für sich, daß die Membran der Bakterienzelle, die erst kürzlich von 
Wamoscher gerade für die Parat yphus-Coli-G ruppe als sicher vorhanden 
beschrieben wurde, und die wahrscheinlich aus einem sehr „resistenten“ 
Gel besteht, durch die Hydrolyse für die Carminessigsäure durchlässig 
gemacht wird und so die Färbung der Körper ermöglicht, die sich auch 
mit der Nuclealreaktion darstellen lassen. Die zweite Möglichkeit, 
die Wirkung der Hydrolyse zu erklären, bestände in der Annahme, 
daß die gefärbten Gebilde keine Primärstrukturen, sondern Kunst- 
produkte darstellen, die unter dem Einfluß der Hydrolyse entstanden 
sind. Dagegen spricht aber die Tatsache, daß die Strukturen auch 
ohne Hydrolyse mit der G«>msa-Farbung und der Eosindifferenzierung 
(Methode Badian) dargestellt werden können (Abb. 7, veigl. auch 
S. 437). Ferner spricht die Konstanz der Zahl, Lage und Gestalt gegen 
die Auffassung als Kunstprodukte: Jede primäre Paratyphuszelle ent- 
hält stets zwei nahe den Zellenden gelegene Körper. 



Abb. 5. Parat yphusbaziüen . Primäre 
Form. Giemsafärbung mit vorheriger 
Hydrolyse (vgl. mit Abb. 1). 
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Auch B . Stille fand keinen Hinweis dafür, die gefundenen Strukturen 
als Kunstprodukte anzusprechen. Äußere Einflüsse vermochten die 
Gebilde, die sich Feulgen-positiv verhielten, nicht zu beeinflussen. Eine 
Veränderung der Nährbodenzusammensetzung blieb ebenso ohne Einfluß 
wie eine Änderung der Temperatur oder H-Ionenkonzentration. Ich 
kann diese Befunde, soweit sie sich auf die Nährbodenzusammensetzung 
und die Temperatur beziehen, für meine Bakterienarten vollkommen 
bestätigen (vgl. oben S. 432). 

Was die Feulgen - positiven Einschlüsse bemerkenswert macht, ist die 
Tatsache, daß sie sich vor der Zellteilung teilen (Abb. 1, 3—6). Die pri- 
mären Bazillen wachsen in beiden Richtungen ihrer Längsachse. Mit 
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Abb 6A und H A Schema dos TeihnigR\<>rpiuiR08 der Nuclealkorpci bei der pnmaien Komi ch* 
l y arafyphii 8 bazillvii B Dasselbe bei der sekundären Komi 


Beginn der Langsstreckung werden auch die Nuclealkorper länglich 
und teilen sich. Im Laufe des weiteren Längenwachstums der Zelle 
wandern die beiden neu entstandenen inneren Teilprodukte gegen die 
Mitte der Zelle, und zwischen ihnen teilt sich dann der Zelleib, so daß 
schließlich die beiden neuen Zellen wieder zwei nuclealpositive Körper, 
je einen in der Nähe der Zellenden, tragen. Neben den Teilungsbildern 
in der Photographie spricht auch die Beobachtung für eine Teilung der 
Nuclealkorper, daß die Lange der Zellen, deren Nuclealkorper rund 
sind, im Mittel geringer ist als die der Zellen, deren Nuclealkorper läng- 
lich erscheint. Deren Zel länge wieder ist geringer als die der Bakterien, 
deren Nuclealkorper sich gerade» geteilt hat: 

Die Mittelwerte waren (gemessen an den Photographien, vgl. auch 
Abb. 6 A): 

a) 2,5 mm ohne Anzeichen der beginnenden Teilung, b) 3,6 mm 
längliche Form, c) 4,4 mm gerade geteilt, d) 5,8 geteilt und getrennt. 

Die Sekundärform enthält nur einen Feulgen - positiven Körper, 
der sich offenbar auch vor jeder Zellteilung halbiert (Abb. 6 B und 3). 

Ganz unspezifisch in ihrer Färbung sind die üblichen Bakterien- 
farbstoffe wie Methylenblau, Carboifuchsin, Gentianaviolctt u. a. 



Cytologische Untersuchungen an Paratyphus- und Oolibakterien. 437 


Eine Ausnahme davon macht scheinbar auch das Gierasa-Farbgemisch 
nicht; die Zellen werden fast einheitlich blau gefärbt, ohne klare er- 
kennbare Strukturen. Anders aber wird der Färbeeffekt, wenn man 
statt der üblichen Differenzierung mit Aceton eine etwa 1 %ige wässerige 
Eosinlösung benutzt. (Diese Methode, die leider in ihrer Wirkung nicht 
übersehen werden kann, stammt von Badian , der sie auch bei Bakterien- 
kern-Untersuchungen benutzte.) Bei dieser Methode der Qiemsa - 
Färbung differenzierten sich in den Zellen zwei nahe den Enden der 
Zellpole gelegene Körper heraus, die sich, wie man aus dem Präparat 
bzw. der Abb. 7 erschließen kann, als teilungsfähig erweisen. Da sie 
auch an der gleichen Stelle liegen wie die 
thymonudeinsaure-haltigen Körper, die mit 
der Nuclealreaktion nachgewiesen werden 
konnten, bin ich der Überzeugung, daß beide 
Strukturen identisch sind. Wenn die Größen- 
verhältnisse voneinander etwas abweichen, 
so erklärt sich das wohl dadurch, daß der 
(Uemsa - Farbstoff auch das Substrat färbt, 
das die Thymonucleinsaure trägt. 

Die gleichen Verhältnisse liegen nun 
anscheinend auch für den Sporenbildner 
Bacillus subtilis vor. B. Stille fand in dessen 
vegetativen Formen die beiden schon er- 
wähnten Nuclealkörper in der Nähe der 
Zellenden. Und Badian beschreibt auf Grund 
seiner Untersuchungen mit Hilfe der (Hemm - Färbung und Eosin- 
differenzierung ganz ähnliche Einschlußkörper, die er z. B. in Abb. 2 
(S. 412) seiner Arbeit wiedergibt. 

An dieser Stelle will ich kurz auf die Befunde an Bacillus pestis ein- 
gehen. Pokrowskaja (1931) beobachtete, daß m den zunächst aus gewöhn- 
lichen bakteriellen Formen bestehenden Pest bazillenkolomen nach einigen 
Tagen auf dem Nahragar Formen ,,mit deutlicher morphologischer Differen- 
zierung von Kern und Protoplasma“ auftreten, und bemerkt dazu, daß es 
keine absterbenden Formen sind, sondern daß sie sich bei Überimpfung 
auf neues Agar sehr bald m normale Stäbchen verwandeln. Nach diesen 
Angaben zu schließen, stimmen die Verhältnisse beim Pestbazillus an- 
scheinend uberein mit den Befunden bei Bacillus paratyphi und coli. Die 
als kernhaltig beschriebenen Formen würden den 8ekundarformen ent- 
sprochen. Über die primäre Zellform wird leider nur mitgeteilt, daß sie 
auch eine positive Nuclealreaktion gibt, also auch Nucleoproteide enthalt. 
Die Befunde von Pokrowskaja wurden von Sassuchin liestatigt. 

Folgerungen aus den Untersuchungsergebnissen . 

Wie sind diese cytologischen Befunde zu deuten ? Zunächst steht 
fest, daß wir in den untersuchten Bakterien durchgehend einen spezifi- 



Abb 7. Parat yphusbaziüen. Pri- 
märe Form. Giemsafärbung mit 
Kosindifferenzierung. Teilung 
der Körper in dm Zollen. 
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sehen Bestandteil der Kerne der höheren Tiere und Pflanzen feststellen 
konnten. Diese spezifische Kernsubstanz, die Thymonucleinsäure, 
ließ sich an Zelleinschlüssen nachweisen, die sich offenbar regelmäßig 
vor jeder Zelldurchschnürung auch teilten und in jeder neuen Zelle 
an bestimmten Stellen stets anzutreffen waren. 

Fassen wir diese Beobachtungen mit den Ergebnissen Stillt s zu- 
sammen, dann ergibt sich folgendes Bild: 

Sporenbildende wie nicht sporenbildende Bazillen enthalten als 
primäre Formen — das sind die vegetativen Stäbchen — Thymonuclein- 
säure, die in zwei Körpern lokalisiert ist, die sich vor jeder Zellteilung 
teilen. Bei den Sporenbildnern geht eins von 
den beiden Gebilden in die Spore ein. Bei den 
nichtsporenbildenden Bazillen verschmelzen zur 
Zeit der Entstehung der Sekundärform entweder die 
beiden Körper zu einem zentralen Gebilde, das 
sein Teilungsvermögen noch weiterhin beibehält, 
aber schließlich zugrunde geht, oder — die zweite 
Möglichkeit *— die primäre Zelle teilt sich in zwei 
Zellen, die dann je einen der beiden nuclealposi- 
tiven Körper enthalten (Abb. 8). Ein sicherer Nach- 
weis für die eine oder andere Möglichkeit ließ sich 
noch nicht erbringen. 

Wie ist nun an Hand dieser Ergebnisse die 
Frage nach dem Kern der Bakterien zu beant- 
worten ? — Gesichert erscheint mir - - zumal auch 
die Befunde von B. Stillt vorliegen , daß wir 
in den Nuclealkörpern der untersuchten Bakterien 
Primär, Strukturen und keine Artefakte vor uns 
haben. Ihr Vorkommen ist gesetzmäßig, und sie teilen sich offen- 
bar vor jeder Zellteilung. Obwohl nun die Substanz, die mit der 
Feulgen- Reaktion nachzuweisen ist, — mit der einzigen Ausnahme 
des Blepharoplasten bei einigen Flagellaten — bisher nur im Zellkern 
nachgewiesen ist, ginge man zu weit, wenn man diese Körper bereits 
jetzt als Kerne bezeichnen wollte, zumal ein Nachweis von Chromo- 
somen bisher in keinem Falle gelungen ist. Auch B. Stille ist bei der Deu- 
tung der nudealpositiven Körper sehr zurückhaltend und äußert sich 
wohl noch vorsichtiger (vgl. diese Arbeit S. 430). 

Ich halte es für zweckmäßig, eine eigene Bezeichnung für diese 
„Kernsubstanzkörper“ zu haben, um sie von Zellkernen und von den 
sogenannten Polkörpern (z. B. bei Diphtheriebazilten) zu unterscheiden. 
Mir erscheint die Bezeichnung „Nucleoid “ 1 vorläufig geeignet, um die 
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Abb. 8 Schematische 
Darstellung der Ent- 
stehung <lor Hekundar- 
form aus der Prin lar- 
form; die beiden Mög- 
lichkeiten (s. Text hier- 
neben) 
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kemähnlichen Eigenschaften und das kernähnliche Verhalten der 
Gebilde, die Teilungsfähigkeit der Körper und den Gehalt an Thymo- 
nudeinsäure, zum Ausdruck zu bringen. Es soll damit einer späteren 
endgültigen Entscheidung über die Natur der Nucleoide nicht vor- 
gegriffen werden. 


Zusammenfassung. 

In den Zellen des Paratyphus - und CWi-Bazillus gelingt es, morpho- 
logisch klar umgrenzte Körper nachzuweisen, die sich biologisch und 
chemisch wie Zellkerne verhalten. Die primären Formen enthalten 
zwei, die sekundären einen zentral gelegenen Körper. Die Körper sind 
regelmäßig vorhanden, teilen sich offenbar vor jeder Zellteilung und 
enthalten Fetzen-positive Substanzen. Sie werden als „ Nucleoide “ 
( =- kernähnliche Körper) bezeichnet. 
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Mechanism of symbiotic nitrogen flxation. 

m. Hydrogen as a specific Inhibitor 1 . 

By 

P. W. Wilson and W. W. Umbreit. 

With 2 figures in the text. 

(Eingegangen am 2. September 1937,) 

In previous reports (6, 7) was discussed the special advantages of 
a physical- Chemical approach to the problem of characterization of the 
enzyme System responsible for the fixation of atmospheric nitrogen 
through association of the root nodule bacteria ( Rhizobium sp.) and the 
Legumino8ae. In the initial paper (6) the influence of the p$ 2 in the 
atmosphere on the fixation process in red clover inoculated with Eh, 
trifolii was detailed. Düring the course of the experiments described in 
that paper, it was observed that if the p (>2 of an atmosphere supplied to 
the plants was maintained constant (0.2 atm.), the could be lowered 
to about 0.1 atm. without descrease in the total nitrogen fixed, provided 
that the nitrogen gas removed from the atmosphere was either unreplaced 
(plants grown in partial vacuum) or replaced with argon or helium. If 
hydrogen gas, however, was used to replace the nitrogen removed from 
a normal atmosphere, there occurred a definite decrease in the quantity 
of nitrogen fixed. This result suggested that hydrogen does not behave 
as an inert gas under these circumstances but may be a specific Inhibitor 
for the symbiotic nitrogen fixation process. 

If such a f inding can be established, it will have important conse- 
quences not only because of its intrinsic value in defining certain pro- 
perties of the enzyme System concerned in symbiotic nitrogen fixation 
but also because it will provide a new tool for future research on the 
mechanism of this biological process. It is necessary, therefore, that 
the evidence of this effect of hydrogen be carefully examined in ordtr to 
insure correct interpretations of the experimental results. It is of 
especial interest and importance to provide answers to the following 
questions : 

(a) Is the effect of hydrogen specific for the nitrogen fixation 
process, or is it merely an effect on the general development of the 

1 Herman Fraech Foundation in Agricultural Chemistry, Paper No. 142. 
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plant ? To answer this .question, it is necessary to demonstrate that 
the uptake of combined nitrogen by red clover is not affected, or at 
least is affected in a manner quantitatively distinct from that observed 
in plants which use elemental nitrogen. If the effect of hydrogen is 
concerned only with the general growth of the plant (independent of 
the source of nitrogen), the finding would be of interest from the point 
of view of plant physiology but would have no especial significance for 
the nitrogen fixation problem. 

(b) Is the effect due to hydrogen itself or to some impurity present 
ln the gas used ? The hydrogen employed in the majority of the experi- 
ments was a commeroial electrolytie product of 09.5 per Cent purity, 
the other 0.5 per cent being mainly oxygen. There remained the possi- 
bility, however, that the real inhibitor might be present in this hydrogen 
in minute quantities. 

In this paper are given results of experiments extending over a 
period of five years concerned with the problem of the influence of 
hydrogen on symbiotic nitrogen fixation. Before considering these 
results it would be advantageous to discuss the types of experiments 
which might be used to secure answers tb the two questions presented. 
The total quantity of nitrogen assimilated in definite periods of time 
by plants grown under atmospheres containing different partial pres- 
sures of hydrogen gas could be determined. This procedure is the usual 
one employed in physiological experiments. Burk (1) and Werkrmn (5) 
have pointed out dangers of misinterpretation of the data from this 
type of experiment in connection with growth of micro-organisms, 
since an apparently significant effect may be associated with only some 
particular stage or rate of growth of the organism under investigation. 
Inability to maintain the organisms under differing treatments in the 
same stage or at the same rate of growth may lead to erroneous con- 
clusions. In order to eliminate these poäsibilities, kinetic studies invol- 
ving measurements of the rate of formation (or disappearance) of some 
substance are advocated, e. g. rate of growth or rate of uptake of nitrogen. 
Experiments which measure rates are of particular value, if during the 
period of the test, the substance under investigation increases as a 
logarithmic function of time, e. g ,, if the logarithm of nitrogen assi- 
milated plotted against time results in a straight line. In this case the 
slope of the line possesses certain properties which make it very useful 
for comparing effects of treatment (1). 

Although data from “rate experiments 9 ' may in many cases possess 
distinct advantages over those from “total quantity experiments 99 , there 
are certain physical limitations which must be considered when designing 
experiments involving the growth of plants in controlled environments. 
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If the number of variables be only moderate (six to ten), then, even 
with the miniraum of replication the number of plant cultures required 
in a given experiment soon approaches the limit set by expense of 
apparatus and suitable available space, to eite only a few of the factors 
which restrict plant experiments. Rate experiments rapidly multiply 
the total plant cultures required since several harvests (two at least) 
must be made of each treatment. With the number of cultures increased, 
an increase in the Variation among replica.tes of the same treatment 
frequently occurs. The increase in variability is caused by the expansion 
in greenhouse space required so that random distribution of the repli- 
cates exposes them to differences in what are assumed to be the constant 
factors in the environment. For example, if the effect of p^ 2 in the atmo- 
sphere is under investigation, temperature and light are assumed to 
be identical within reasonable limits for all the treatments; this is 
usually untrue if the size of the experiment requires that the cultures 
be distributed over a large area of the greenhouse. In such a case much 
of the advantage of replication (decreasing error of experiment) may 
be lost. 

Considering the advantages and disadvantages of each kind of 
experiment, it appeared that the “total quantity” type might be more 
satisfactory for the required investigations, especially if certain precau- 
tions were observed. These necessary precautions would include: 
(a) daily observations of the plants to determine whother the effects 
noted appeared to be associated with any particular stage of develop- 
ment; (b) maintenance of reasonably equal growth rates in plants of 
different treatment«, (c) repetition of the experiments during different 
seasons in order to vary rate and extent of growth, (d) change in the 
duration of the experiments; (e) replication of different treatments 
as much as is consistent with the available space of uniform environment ; 
(f) Statistical analysis of the data in order to separate effects due to 
treatment from those due to experimental error. 

Experiments presented in this report are of the “total quantity’ ’ 
type; they have been conducted during different seasons of the year 
and have been terminated after varying periods of time. The total 
quantity of nitrogen assimilated by inoculated air Controls has varied 
from 4 to 35mg per 10 plants; by plants given combined nitrogen, 
3 to 60 mg. The duration of the experiments has varied from 26 to 
75 days; time under the atmospheres containing hydrogen, 9 to 35 days. 
The data coneerned with the specificity of the hydrogen effect have 
been statistically analyzed ; those which deal with the question of impurity 
in the hydrogen did not require this treatment. In a fortheoming 
publication additional data from rate experiments will be discussed. 
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Part I« The specificity of the hydrogen effeet for symbiotic nitrogen fixation. 

Methods. 

Red clover plant« (Trifolium pratense ) were grown on a mtrogen-poor 
pit sand Substrate supplied with nitrogen-free Crone' s solution. One series 
of plants was inoculated with an efficient strain of JRh. trifolii , and another 
was uninoculated but furnished eombined nitrogen, usually as NH 4 N0 3 . 
The eombined nitrogen was added periodically at such a rate that the 
development of the uninoculated plants was reasonably close to that of the 
inoculated plants kept m air. All cultures of the eombined nitrogen series 
received the same quantity of nitrogen at eaoh addition (3 to 7 days) inde- 
pendent of the treatment. The different atmospheres whicli constituted 
the sole variable in the treatment were supplied the plants by two methods, 
the “dynamic” and the “static”. The “dynamic” method eonsisted of 
supplying gas mixtures conti nuously to the plants which were grown m 
64 oz. (2 liter) flint glass bottles. All measurements of quantity of eaeh 
gas needed for an atmosphere of a given composition were made with 
flowmeters (8). The “static” method, which was used in the majority of the 
experiments, involved growmg the plants in 9 liter pyrex pressure bottles 
in which an atmosphere of a dosired composition was readily prepared by 
withdrawing a portion of the nir and adding cylinder gases. Use of this 
larger Container allowed irmch greater development of the plants, and 
since the atmospheres were changed only every three days, the System was 
much more economical with respect to gases required. 

ln the majority of the experiments, the gases were passed through a 
simple purification chain of Na OH, alkalino KMn0 4 , H 2 S0 4 , sterile distilled 
water and a cotton filter (see Part II, p. 454, for discussion of other puri- 
fication methods). In eacli expenment seedlmgs were planted, one-half 
of the cultures inoculated, and all kept in air until the first signs of nitrogen 
fixation were apparent in the plants of the inoculated series. Usually it was 
necessary to add one or two milligrams of NH 4 N0 3 N to the plants of the 
eombined nitrogen series to keep them at the same level of growth as the 
inoculated plants. Duplicatc cultures were harvested for “initial nitrogen 
content” and the romaining plants placed under atmospheres of different 
p$ 2 and pu 2 (P0 2 köpf constant in eacli expenment at 0.1 or 0.2 atm.). 
After vaiymg periods of time, the final harvest was made, and dry weights 
and total nitrogen determmed. Whon necessary, correction for morganic 
nitrogen present was applied to the total nitrogen figures. Details of the 
methods used are given in other publications (6, 8). 

The nature of the inhibition observed in inoculated red clover 
plants grown in the presence of hydrogen is indicated in figure 1. The 
left hand portion of this figure illustrates the deerease in quantity of 
nitrogen fixed as the p N) is decreased if the nitrogen gas removed is 
replaced with hydrogen. The “dynamic” method of supplying the gas 
mixtures was used in these experiments, and both agar and sand Sub- 
strates were employed (9). The right hand portion of the figure shows 
a composito of a large number of experiments in which the nitrogen 
removed was either unreplaeed or replaced with argon or helium (6). 
The differenco in the response is quite marked. In the absonce of 
hydrogen there is no evidence of deerease in the quantity of nitrogen 
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fixed &8 the is lowered until the latter reaches about 0.1 atm. In 
the presence of hydrogen, however, the total qmntity fixed is a straight 
line function of the (likewise Pn t ) throughout the ränge of partial 
pressures investigated. Note that the deviations of the points from 
a straight line which passes through the origin are quite small. 

The dry weight formed is likewise a linear function of the of 
the atmosphere in the presence of hydrogen as is the percentage of 
nitrogen in the plant. This latter point is of interest since it definitely 
indicates that the effect of the hydrogen is on the nitrogen assimilation 
mechanism of the plant and not on the general growth. The decrease 

in the percentage nitrogen 
in the plants can be easily 
detected by the appearance 
of the cultures soon after 
they are placed in atmos- 
pheres containing hydro- 
gen. Within three to seven 
days the leaves begin to 
tum yellow and the stem 
to redden; these are the 
usual signs of carbohydrate 
excess, i. e., restriction of 
supply of nitrogen. These 
evidences of limited assi- 
milation of nitrogen become 
even more pronounced with 
time so that there is no 
diffieulty in separating ino- 
culated cultures grown 
under atmospheres of diffe- 
rent On the other hand, 

no such Separation is possible among uninoculated cultures supplied with 
combined nitrogen since with minor variations, which were independent 
of the treatment, all become dark green in color and thrifty in general 
appearance. These observations suggest that the effect of hydrogen 
is specific for the nitrogen fixation process. Further experiments were 
undertaken in order to verify or reject this hypothesis. 

As the preliminary experiments had indicated that the total quan- 
tity of nitrogen fixed was a linear function of the p^ 2 in the atmosphere, 
advantage was taken of this observation to test whether or not the 
nature of the response to the presence of hydrogen was associated with 
the source of nitrogen. Two series of clover plant cultures were grown 
under four atmospheres in which the and p Ü2 was varied. The p 0i 



Flg. 1. Effect of pN* atmosphere on nitrogen fixation 
by inocnlated red clover plante in presence and absencc 
of hydrogen. 

pO t *= 0.2 atm. 

I — hydrogen added to one atm 

II — He, Ar or no gas added. Composlte of experiments 
described In rcference (6). 

O O Agar Substrate. # • Sand Substrate 
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was kept oonstant usually at 0.2 atm., in a iew experiments at 0.1 atm. 
ln one series the plants were inoculated, in the other not inoculated, 
but suppüed with NH 4 N0 3 . The data from such experiments were 
treated statistically to determine the slope of the linear function between 
the 2>H a of the atmosphere and the total quantity of nitrogen fixcd and 
between p Hj and percentage nitrogen in the plants. Tests were then 
made to determine if the slopes of the lines for the plants of the inoculated 
series differ significantly from those for plants supplied with combined 
nitrogen. If differences can be established, they indicate that the 
response to hydrogen is associated with the source of nitrogen. Such 
a finding constitutes evidence that hydrogen inhibition is specific for 
the symbiotic nitrogen fixation process. 

A second attack on the problem of specificity of the inhibition by 
hydrogen was made by reducing the number of atmospheres used; 
more replicates of a given treatment could then be taken. Data from 
such experiments were subjected to an analysis of variance, which 
established the significance of differences due to treatment. If the 
uptake of nitrogen by plants using the free element is inhibited to a 
significantly greater extent than is that of plants using the combined 
forms, this fact will constitute additional evidence that hydrogen is 
a specific inhibitor of the symbiotic nitrogen fixation process. Ten 
experiments were made, the details of which are summarized in Table I ; 
in Tables II and III are compiled the essential data used in the Statistical 
analyses. 


Table I. Protoeol of treatment of the various experiments. 








I Combined 

Experi- 

ment 

Date of plautiug 

Date of harvest 

Time under 
hydrogen 

days 

N at 
Start* 

1 mg 

Number of 
plants for 
analysis 

nitrogen added 
per 10 plants 
mg 

I 

Mar. 8, 1933 

Apr. 17, 1933 

25 

! 1.48 

1 60 ! 

25 

II 

Öct. 19, 1933 

Dec. 11, 1933 

31 

2.26 

20 

51 

III 

Sept.32, 1934 

Nov. 2, 1934 

27 

1 2.60 

40 

42 

IV 

Dec. 22, 1934 

Feb. 11, 1936 

24 

I 2.00 

40-60 | 

25 

V 

Apr. 14, 1935 

June 11, 1936 

32 

, 1.10 

30-60 

25 

VI 

Feb. 15, 1936 

Mar. 13, 1936 

9 

1.68 

40 

— 

VII 

Mar. 8, 1936 

Apr. 17, 1936 

21 

2.08 

60 

30 

VIII 

Sept.12, 1936 

Oct. 14, 1936 

16 

1.52 

60 

ö 

IX 

Oct. 19, 1936 

Dec. 21, 1936 

35 1 

1.44 

40-60 

30 

X 

Apr. 22, 1937 

Julv 6, 1937 

35 

2.32 

60 

116 


• At time placod under gas mixturee containing hydrogen. 


Experiment 1 in 32 oz. bottles; 10 plants to bottle. Experiments IV 
and V in 64 oz. bottles; 10 plants to bottle. Remaining experiments in 
9 Liter pressure bottle; 20 plants to bottle. 

Data in all the tables on 10-plant basis. 


81 * 
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Table II. Influence of jph, in atmosphere on assimilation of free 
and combined nitrogen. Data for regression function. 


Experiment 

Ph_> 

Atm 

Tnocul&ted series 

Combined nitrogen Serie» 

| Tatal N * 
mg 

°/oN 

Total N * 

mg 

°/oN 

I 

0.20 

8.08 

2.71 

11.42 

2.76 


0.50 

5.02 

2.23 

13.67 

2.68 


0.65 

i 1-71 

1.93 

12.42 

2.50 


0.76 

1.18 

1.50 

8.62 

2.38 

II 

0.0 

33,86 

2.54 

40.25 

2.85 


0.50 

11.48 

1.99 

30.35 

2.67 


0.65 

5.58 

1.36 

34.76 

2.63 


0.75 

4.19 

1.17 

30.35 

2.31 

III 

0.0 

22.6 

! 2.21 

24.1 

3.13 


1 0.40 

10.4 

1 2.00 

20.8 

3.00 


0.60 

5.7 

1.62 

1 21.2 

2.63 


0.73 

4.4 

1.35 

23.7 

3.45 

IV 

1 0.0 

11.4 

2.21 

17.2 

3.31 


| 0.40 

6.4 

2.00 

18.3 

3.50 


0.60 

3.2 

1.40 

13.3 

2.35 


0.70 

1.76 

1.14 

1 16.0 

2.71 

V 

0.0 

4.68 

1.76 

1 8.96 

1 6.54 


0.40 

1.92 

1.67 

1 11.50 

4.34 


0.60 

1.37 

1.46 

8.14 

! 6.11 


0.70 

1.28 

1.59 

| 6.90 

1 6.00 


• (oriected for nitrosen present when placod under atmospheres. 


Table III Influence of pn 2 m atmospheie on assimilation of free 
and combined nitrogen. Data for analyses of variance. 


Expen- 1 
ment j 

Source of 
nitiogen 

| Total nitrogen 

Pereentage nitrogen 

PH 

00 

2 in atmosphere 

0 40—0 50 0 00 0 65 

pH» in atmosphere 

| i 

0 0 1 0 40—0 50 | 0 60-0 65 

“l 


{ mg 

mg 

mg 

1 



VI 

Inoc. 

4.27 

3.08 

, 0.41 

1.93 

1.52 

0.81 



1 3.75 

2.50 

0.31 

1.78 | 

1.32 

j 0.93 

VII 

Inoc. 

27.7 

18.0 

7.7 

2.40 , 

1.65 

1.14 



23.7 

12.1 

7.1 

2.33 

1.43 

1.14 



24.6 

12.9 

10.5 

2.38 

1.45 

1.42 


1 nh 4 no 3 

29.8 

23.4 

26.8 

1.46 

1 1.30 

1.41 



26.4 

30.4 

19.6 

1.64 1 

1.26 

1.37 



28.5 

29.4 

27.3 

1.96 

1.61 

1.61 

VIII 

nh 4 no 8 

4.00 

3.15 

2.88 

2.08 

1.46 

1.69 



3.27 

2.98 

2.86 

1.56 

1.70 

1.47 



2.88 

2.52 

2.48 

1.47 

1.67 

I 1.40 

IX 

j Inoc. 

33.60 

8.4 

4.5 

2.65 

1.82 

1.62 



36.50 

10.4 

4.8 

2.57 

2.00 

1.63 


1 rtH 4 NO, 

22.6 


22.5 

1.60 

I 

1.46 


1 

| 25.0 


21.8 

2.39 , 


1.50 


r 

28.0 


30.9 

! 2.27 1 


2.68 
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Total nitrogen 

Percentage nitrogen 

Experi- 

ment 

Source ol 
nitrogen 

PH 

; 2 in atmospl 

aere 

% 

>H 2 in atmoe 

iphere 



0.0 

0.40—0.60 

0.60—0.65 

0.0 

• 0.40—0.50 

0.60 — 0.65 



mg 

mg 

mg 




X 

Inoc. 

35.0 

19.3 

9.3 

2.66 

1.97 

1.48 


(NH 4 ) 2 HP0 4 

52.2 

64.0 

50-9 || 2.65 

2.27 

2.86 


66.9 

60.7 

66.6 1 2.95 

51.6 » 2.65 

2.08 

2.34 



67.0 

62.2 

2.33 

2.34 



48.2 

62.6 

63.6 | 

, 3.49 

2.91 

2.66 


Ca(NO s ) 2 

47.9 

44.1 

32.6 | 

2.69 

2.38 

2.38 


30.6 

66.6 

42.0 

2.36 

2.11 

2.42 



40.6 

49.1 

58.7 

1 2.66 

1 2.22 

2.34 


1 

38.0 

42.0 

63.6 

2.17 

2.47 

2.44 


Statistical treatment of the data. 

Lines of regression. 

From the data given in Table II were determined the lines of 
regression of total nitrogen assimilated and of percentage nitrogen in the 
plant on the of the atmosphere. Such lines have the usual linear 
form: Y — a-\-bx, in which Y represents the dependent variable, e.g. y 
nitrogen fixed; x is the independent variable, e. g. y ; and a and b 
are constants. Calculation of these constants a y the intercept on the 
y-axis, and b y the slope of the line, is made from the experimental data 
by use of the following equations. 

a =- 7/ — bx y (1) 

Z(x—x){y — y) Ey(x — x) 

b ~ ~S (»-*)* -■?)*' (J 

In the data under consideration x — p Hs in atm.; x — the mean 
of all .r’s used in a given experiment; y — milligrams of nitrogen assi- 
milated (or percentage nitrogen in plant) ; y — the corresponding mean 
of either of these y s. The first question to be answered is: do the values 
of b calculated from the experimental data differ significantly from 
zero 7 That is, could the observed values of b have arisen by chance 
(experimental error) ? If the values of b for both the inoculated and 
combined nitrogen series differ significantly from zero, then teste must 
be made to determine if they differ significantly from each other. 

A suitable test for the significance of b is the analysis of varianoe 
applied to regression functions. In this test two variances are calculated 
and eompared with one another as follows: 

The first variance, that due to the regression function, is equal to the 
stim of the squares of the deviations of points on the observed line of regression 
from the line Y ~ y, i. e., a line with zero slope. These deviations between 
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th© two lines ar© taken at the points corresponding to th© values of x used 
in the experiment. This sum of squares has only one degree of freedom sine© 
its valti© for any given distribution of y depends only on th© singl© statistic, b, 
For oalculation, use is mad© of th© following relationship : 

27 (F — y) % = bE y(x — lo) «= &*27(* -B) 1 . (3) 

Th© second variance ,that du© to deviations from the regression function, 
is ©quäl to th© ©um of th© squares of deviations of th© observed values of 
y from corresponding values of Y on th© lin© of regression. For th© oalcula- 
tion, us© is mad© of th© following ©quation : 

27(*— r) # - 2(y-y)*-Z(Y-y)K (4) 

Th© first sum of squares in th© right hand member of this ©quation is readily 
calculated from the original data, and th© second sum is that obtained from 
©quation (3). 27 (y — Y) 2 has n — 2 degrees of freedom where n equals 
the number of experimental points determined. 

The variances corresponding to thes© sums of squares are obtained 
by dividing each by the appropriate number of degrees of freedom. From 
these variances, 

Variance du© to regression 
~ Variance du© to deviations from regression 

is calculated; tables are available whicli indicate th© significance of the 
value of F obtained (4). A significant value of F means that the observed 
value of b is significantly different from zero; i. e. y y changes with x. How- 
ever, if the value of F obtained does not reach the level of significance, the 
observed value of b could have arisen thiough experimental error. Details 
of these tests ai© given in Standard texts on statistics (2, 3). 

The values required for the analyses of variance of the lines of 
regression are summarized in Table IV. In the inoculated series the 
values of b ränge from — 0.05 to - 0.41, the negative sign indicating 
that nitrogen fixation decreases with increase in the of the atmo- 
sphere. In each of the five experiments the observed value of b differs 
significantly from zero. That is, there exists a relationship between 
fixation of free nitrogen and the p^ 2 in the atmosphere such that decrease 
in the former is accompanied by an increase in the latter. The values 
of b for percentage nitrogen in the plant ränge from — 0.003 to — 0.021 
and are significant except in one experiment. On the other hand, in 
the combined nitrogen series the values of b are much lower than the 
corresponding values in the inoculated series, and in not a single case 
is there evidence that the calculated value of b differs significantly from 
zero. This means that, on the basis of the individual experiments, the 
quantity of combined nitrogen assimilated is independent of the Ph 2 
in the atmosphere. 

Consideration of the tests used to determine significance of the 
regression coefficients shows that if the estimation of b is based on 
only a few experimental points, errors of the experiment must be kept 
very low, eise a small but definite regression will be masked. Replicate 



Table IV. Significanee of regression of nitrogen Assimilation and of percentage nitrogen 

in plants on the ph 2 of the atmosphere. 
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from zero (indicated by +),* if JF 7 exceeds 98.5 odds are 99 : 1 (indicated by -f -f ); minus indicates 6 does not differ signifi- 
cantly from zero. For combined experiment the sum of £(Y — y) 2 is divided by 5 and that of £(y — Y)* by 10 before 
calculation of F; in this case the critical values of F are 3.33 (19: 1 odds) and 5.64 (99: 1) odds. 
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cultures of the series given eombined nitrogen were inclined to be more 
variable than those of the inoculated series. This greater Variation 
probably arises from two major differences: (a) The eombined nitrogen 
js supplied periodicatty to the plants, and this apparently causes greater 
Variation among the plants in a single bottle than is noted among similar 
plants which use free nitrogen continuously. (b) The development of 
the plants in the eombined nitrogen series is greater than that of plants 
in the inoculated series, except for the inoculated plants kept in air. 
As will be shown in a later publication, the uptake of nitrogen during the 
period of growth represented in these experiments is reasonably close 
to logarithmic. Initial small differences arising from variability in 
seeds or from uncontrollable inequalities in the environment will, 
therefore, cause absolute differences among replicates to increase with 
the development of the plant. It follows that the greatest Variation 
will be observed among those cultures which take up the greatest 
quantity of nitrogen. 

Since in each of the experiments the observed value of b indicated 
a small negative regression of uptake of eombined nitrogen on p^, it 
was thought that the existence of such regression might be statistically 
established if more experimental points were available. In the individual 
experiments only four points were used which means that F is based 
on one and two degrees of freedom, and therefore must be quite high, 
18.5, in order that the observed value of b may be held to be significant. 
By combining the data from the five experiments, it is possible to make 
a test for a significant b from twenty experimental points. In the 
eombined data, F is based on 5 and 10 degrees of freedom and is re- 
quired to reach a value of only 3.33 in order to indicate that the b for 
the common line is significantly different from zero. 

Even with a combination of the experiments. however, there is no 
evidence of the existence of a significant regression of either assimilation 
of nitrogen or percentage nitrogen in the plant on the p Hj of the atmo- 
sphere in the eombined nitrogen series. As would be expected from the 
analyses of the individual experiments of the inoculated series , the 
plants of this series show a highly significant (99 : 1 odds) negative 
regression of both variables on pj^. 

It is apparent from these Statistical analyses that the response of 
red clover to the presence of hydrogen gas in the atmosphere is definitely 
associated with the source of nitrogen, which indicates that the effect 
is concerned with the nitrogen fixation process. Although the points 
in individual experiments of the eombined nitrogen series might be 
fitted with some type of a non-linear regression function, inspection 
of the data suggests that no one function would apply to all of them, 
since the response to a given Ph 2 in the atmosphere varied among 
experiments. Likewise, even if there does exist a non-linear regression 



Mechanism of symbiotic nitrogen fixation. III. 


451 


between uptake of oombined nitrogen and Pr 2 , the oonclusion reached, 
viz., plante using elemental nitrogen respond to the presence of Hydrogen 
in a manner significandy different from that of plante using combined 
nitrogen , would not be invalidated. 

Analysis of variance of nitrogen assimilation and percentage 

nitrogen. 

For the usual type of analysis of variance fewer treatments (Ph 2 ) 
than were used in the first five experiments are possible, but more 
replication is desirable in order to reduce the experimental error. The 
theory of the analysis of variance is : the total variance of any variable, 
e. g., nitrogen fixed, can be divided into two or more portions including 
that due to treatment and that due to error. The magnitudes of these 
two are compared by calculating F = variance due to treatment divided 
by variance due to error, and the significance of F determined (3, 4). 
A significant F means that at least one treatment gave rise to a result 
which differs significantly from those of other treatments. As more 
than one treatment may be involved, further teste are made to deter- 
mine which particular treatments were responsible for the significant 
variance due to treatment. 

Analyses of variance were made on the data reported in Table III. 
In some of these expeiiments only duplicate samples were taken of the 
cultures of the inoculated series since previous experience indicated 
a small experimental error for these series. As has already been dis- 
cussed, the experimental error for plant s supplied combined nitrogen 
is usually considerably higher than that for inoculated plants so that 
at least triplicate cultures were made in the combined nitrogen series. 
In Experiment IX only 12 Containers were available; therefore, duplicate 
cultures were made of three treatments in the inoculated series and 
triplicate cultures of two treatments in the combined nitrogen series. 
Experiment VIII was a short time test using combined nitrogen to 
correspond with Experiment VI which did not include a combined 
nitrogen series. 

In all experiments except Experiment X combined nitrogen as 
NH 4 N0 3 was added periodically at such a rate that the development 
of the plants in the combined nitrogen series did not exceed that of 
inoculated plants supplied with air. This practice was employed in 
Order to maintain the plants of the two series in the same stage of 
growth, except for differences due to presence of hydrogen. The question 
might be raised whether the necessarily low level of combined nitrogen 
used might not have been a limiting factor for growth of the unino- 
culated plants, thus tending to mask the effect of hydrogen. Experi- 
ment X was designed to meet this objection. Since the primary interest 

was conoepied with the effect of hydrogen on plants given combined 

i 
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nitrogen, only a single bottle of each treatment was sei up as the ino- 
culated series. Two sources of oombined nitrogen were used, 
(NH 4 ) 2 HP0 4 and Ca (N 0 8 ) 2 which were added at as high a level as the 
plants would tolerate; an excess of combined nitrogen was available 
at all times. As the area eovered by the cultures in this experiment 
was considerably larger than that in the other teste, no attempt was 
made to compensate for difference in position in the greenhouse by 
frequent rotation of the plant Containers (6). lnstead the space required 
was divided into four blocke, and the treatments were randomized 
within each block. 

The analyses summarized in Table V show that in every experiment 
the variance due to treatment (Ph 2 ) * n the inocukUed series was highly 
significant with respect both to nitrogen fixed and to peroentage nitrogen 
in the plants. Further tests showed that this result arose from signifi- 
cant differences among all the three classifications of p Hl used in these 
experiments; i. e. plants grown in an atmosphere with a pn 2 of 0.4 atm. 
had a significantly lower nitrogen content than plants grown in air 
and significantly higher than plants grown in an atmosphere with a 

of 0.6 atm. In sharp contradistinction to these differences in the 
inoculated series , the observed differences among plants given combined 
nitrogen were all within experimental error. 


Table V. Summary of analyses of variances. 


Experi- 

Treatment 

1 

l Variance 

D.F. 

Nitrogen assimilated || °/ n Nitrogen 

Critical 

ment 

| due to 

| Variance 

F | 

Variance 

F J 

points * 

VI 

Inoc. 

Pü 2 

2 

6.886 

67.1++ 

1 

0.4876 | 

38.1 r +] 

j 9.66 



Error 

3 

0.102 

— 

0.0128 ! 


\ 30.81 

VII 

Inoc. 

Pn 2 

2 

220.7 

14.65 4 » 

1.064 1 

74.8+ H 

il 6.14 



Error 

6 

16.17 

— 

0.0141 | 

— 

\ 10.92 


nh 4 no 3 

Pn 2 

2 

11.86 

i.o- 

0.6838 

2.95- 

\ 6.14 


Error 

6 

12.12 

— 

0.2313 

— 

\ 30.92 

VIII 

nh 4 no 8 

Pu 2 

2 

0.441 

3.42- 

0.0252 i 

0.6- 

1 6.14 



Error 

6 

0.129 

— 

0.0502 

— 

[ 10.92 

IX 

Inoc. 


2 

534.9 

267++ 

0.5678 

66.6++ 

{ 9.66 



Error 

3 

2.08 

— 

0.0085 


\ 30.81 


NH 4 NO a 

Pn 2 

1 

0.11 

0.01 

0.0889 

0.3- 

1 224.6 



Error 

4 

66.47 

— 

0.2944 

— 

16625.0 

X 

(NH 4 ) a HP0 4 

Ph, 

Block 

2 

3 

9.485 

3.363 

pp 

1 1 

0.3077 
0.2170 i 

4.64- 

3.27“ 

i 5.14 
l 10.92 



Error 

6 

25.178 

— 

0.0664 

— 


Ca (N O s ), 

Pn z 

Block 

2 

82.68 

0.7- 

0.0300 1 

0.8- 

1 19.3 
t 99.3 

i 


3 

33.39 ! 

0.3“ 

0.0192 , 

0.6- 



Error 

6 

111.16 


0.0358 ! 

! — 


* The first value given is the 5 °/ 0 point for the degreea of froedom involved; the seoond, 
the 1 0 / o point. If F exceeds the 5 o| 0 point the odds are at least 10:1 that the differences 
observed did not arise from chance (experimental error); lf F exceeds value for 1 o/ 0 point, 
odds are 99:1. 



Mechanism of sytnbiotic nitrogen fixation. III. 


453 


Thus from a second type of experiment the same conclusion ja 
reached as before: Hydrogen in the atmosphere restricta the assimilation 
of free nitrogen in proportion to the #h 2 , but there is no evidence that 
assimilation of oombined nitrogen is öimilarly restrieted. In Experiment X 
it is of interest that the experimental error (square root of the variance) 
is twice as large among those plants given Ca (N 0 8 ) a as among those 
given (NH 4 ) 2 HP0 4 . Also, the variance due to block is subnormal, 
indicating that in this experiment position in the greenhouse was 
without significant effect. 

Part IL Hydrogen as the specific agent. 

The results discussed in Part I indicated that the addition of 
commercial electrolytic hydrogen to an atmosphere supplied inoctilated 
red clover plants inhibited the nitrogen fixation process. The question 
still remained: is the inhibition due to hydrogen itself or to an accom- 
panying impurity? Two distinct methods of attack were employed 
to answer this question: (a) the commercial source of hydrogen used 
in the experiments of Part I was purified in a variety of ways, then tested 
for inhibitory properties; (b) hydrogen from different sources was 
examined for effect on the fixation process. 

In four experiments the plants were grown in 64 oz. (two liters) 
flint glass bottles, and the atmosphere supplied by means of the „static“ 
method described in Part I. Duplicate culture bottles were connected 
with a glass T-tube joined to the inlet tubes of the rubber stoppers 
used to close the bottles. In one experiment 9-liter pyrex pressure 
bottles were used. After fixation had started (1.5 to 2.0 mg nitrogen 
per 10 plants), the atmospheres containing sources of hydrogen were 
introduced, and the effect on uptake of free nitrogen noted. These 
atmospheres containing hydrogen were of the following composition: 
p 0 — 0.2, — 0.2, Ph 2 == 0.6 atm. These, as well as the normal 

air in the Controls, were renewed weekly. 

The different hydrogens used were prepared as follows: 

I. Sources of hydrogen . 

1. Electrolytically generated by commercial producer No. 1. Hydrogen 
used in experiments of Part I. 

2. Electrolytically generated by commercial producer No. 2. 

3. Ohemically generated from Zn plus HCl. 

4. Chemically generated from Al plus Na OH, 

5. Chemically generated from Mg plus water slightly acidified with 

h 3 po 4 . 

6. Electrolytically geneiated in laboratory from dilute H„P0 4 using 
Pt electrodes. 

All of the hydrogens prepaied in the laboratory were washed with 
dilute Solutions of Na OH and H 3 P0 4 and with distilled water. All Chemicals 
used weaaqj^he C. P. analytical grade. 
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//. Purifimtion of hydrogm . 

1. Hydrogen was passed through a purification chain of alkaline KMn0 4 
(oxides of nitrogen), conc. HjS 0 4 (unsaturated organic compounds), 
water, lead acetate (H 2 S), Ag 2 S0 4 (halogens), CuCl(CO), and sterile 

* distilled water. 

2. Same as 1 plus two tubes each of CaCl 2 and activated norite (non- 
specific charcoal adsorption). 

3. Hydrogen which had been exposed for 3 to 4 days to sunlight, to 
decompose any iron carbonyls present, was passed through Cu CI 
to remove any resulting CO. 

4. Hydrogen was passed over activated charcoal at liquid air tem- 
perature l . 

5. Hydrogen from 4 was passed through following chain: heated at 
600° C. in presence of CaO, Mg and finely divided Cu and Pt (organic 
compounds, metallic compounds); cooled to 30° C. and passed 
through Cu CI, Br 2 water (unsaturated compounds and some alcohols), 
fuming H 2 S0 4 , conc. H 2 Cr 2 0 7 (oxidizable organic compounds), 
aq. KOH (acids), lead acetate, alkaline KMn0 4 , acid KMn0 4 , 
Na 2 S 2 0 3 (N0), FeS0 4 , acid Solutions of activated norite and of 
silica gel, alkaline Solutions of activated norite and silica gel; then 
over alumina, Ca(OH) 2 , copper oxide and permutite; dried with 
OaCl 2 and passed in dry state over silica gel, activated norite, kiesel- 
guhr, zeoiite, alumina gel and permutite; and finally through four 
washings with distilled water. 

Commercial hydrogen No. 1 was used with all of these purification 
chains since lt was known to contain the aotive agent. Some of the impurities 
which would be removed by these treatments are indicated in the parentheses. 


Five experiments were made as follows: 


Experiment l| 

Container 

Planted 

1 Harvested | 

Dayu undcr gase« 

“H“ 

XI , 

64 oz. 

6/18/36 

8,14/36 

43 

XII 

9 liter 

5/30/36 

, 8/24/36 

66 

XIII i 

64 oz. 

8/20/36 

1 1016/36 

43 

XIV 

64 oz. 

10/24/36 

12/18/36 

30 

XV 

64 oz. 

9/ 7/36 

1 10/28/36 | 

28 


From the experiments discussed in Part I, it is apparent that 
inoculated red clover plants grown in an atmosphere with a p il2 of 
0,6 atm. contain only 25 to 35 per cent of the total nitrogen found in 
plants grown in air (or in plants grown in an atmosphere with a of 
0,2 atm., but in which the nitrogen removed is either unreplaced or 
replaced with helium or argon). If, then, any of the methods of puri- 
fication or of preparation eliminates all or part of the active agent, the 
inhibition as measured by the total nitrogen in the plants should be 

1 The authors express their appreciation to Prof. J. R. Roebuck of the 
Department of Physics, University of Wisconsin, for this purification. 
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less than 65 to 76 per cent. Consideration of the data from four experi- 
ments presented in figure 2 indicates that no agent other than hydrogen 
itself is implicated in the inhibition noted. Independent of the source 
or the method of purification used, the total nitrogen in the plants grown 
in the presence of a p Ri of 0,6 atm. amounts to only 25 to 35 per cent 


Air Controls 

H z Sources 
Commercia I No.1 

n n £ 

Chemical * 3 

Purified Nol 



Air Normal 

Purified No 5 
H 2 Sources 
Commerao! No 1 
Chemical 3 


Electrolytic ” S 
Purifted * S 


10 IS 
mg NflO Plants 

Fig. 2 Effect of hydrogen from different sources on nitrogen fixation by red clover. Atmosphere: 
PN, "■ 0*2 atm.; pQ % =* 0.2atm. f p ~ 0.6 atm. ('ross-hatehed area reprcsents 25 — 35 per cent 
of total nitrogen found in the plants grow n in air (average of samples). Details of sources of hydrogen 

gtven in text 


of the nitrogen found in the plants grown in air. In order to insure that 
no inhibitory substanee was contaminating the hydrogen as it passed 
through the purification chain, plants were grown in air which had been 
passed through the most extensive chain used (II-5). Such plants, 
labeled “purified air ,, in the figure, were entirely comparable to plants 
grown in normal air. 

Finally, it was demonstrated that the inhibition observed with the 
different sources of hydrogen was identical with that noted in the 
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data. In five experiments, the regression coefficient between assimilation 
of oombined nitrogen by clover plante and p ^ 7 of the atmosphere did 
not differ significantly from zero. Moreover, combination of these 
experiments, in order to increase the number of available experimental 
points for a single Statistical test, resulted in no indication for the 
existenoe of a significant regression between the p ^ 2 in the atmosphere 
and assimilation of combined nitrogen. Analysis of variance in the 
quantity of oombined nitrogen assimilated by plants grown in atmo- 
spheres of different showed that there existed no significant differ- 
ences in the nitrogen content of such plants and control plants grown 
in air. 

The inhibiting effect is apparently due to hydrogen itself and not 
to an accompanying impurity since: (a) use of extensive purification 
chains failed to remove any effective substance ; (b) hydrogen prepared 
from a variety of souroes gave practically identical results. 

It is concluded on the basis of the evidence discussed in the text 
that hydrogen is a specific inhibitor for the symbiotic nitrogen fixation 
prooess. The nature of the inhibition as well as the particular stage in 
the process that is affected await further studies. 

Bibliography. 

1) Burk , D., Ergehn, d. Enzymforsch. 8, 23 — 56, 1934. — - 2) Fisher , 
R. A., Statistical Methods for Research Workers. 3rd. Ed. (London) 1930. — 
3) Qoulden, C. H., Methods of Statistical Analysis. 2nd. Ed. Burgess Publ. 
Co. (Minneapolis, Minn.) 1937. — 4) Snedecor, O. W., Calculation and Inter- 
pretation of Analysis of Variance and Covariance. Collegiate Press (Ames, 
Iowa) 1934. — 6) Werkman, G. H., J. Bact. 14, 335—347, 1927. - - 6) Wilson , 
P. W., J. Amer. Chem. Soc. 58, 1256—1261, 1936. — 7) Wilson , P . W., and 
E. B. Fred , Nat’l. Acad. Sei. Proc. (Wash.) 28, 503, 1937. — 8) Wilsoti , 
P . W, f and O.E. Georgi , Bot. Gaz. 94, 346—363, 1932. — 9) Wilson, P. W ., 
E . W. Hopkins and E. B. Fred, Soil Sei. 82, 251- -268, 1931. 



(Aus dem Botanischen Institut der Universität Bern.) 


Untersuchungen Ober die Biologie von Ustilago violacea 

(Pers.) Fuck. 

I. Mitteilung: 

Ernährungs- und Kulturbedingungen. Wirkungen des Saponins* 

Von 

8* Blumer. 

Mit 6 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 12. Oktober 1937,) 

Die vorliegende Arbeit stellt einen ersten Beitrag zu den im Botani- 
schen Institut der Universität Bern nach verschiedenen Richtungen hin 
unternommenen Untersuchungen über die Biologie von Ustilago violacea 
dar. Es war die erste Aufgabe, die Ernährung des Pilzes zu unter- 
suchen, um im Verlauf der weiteren Untersuchungen den Pilz jederzeit 
leicht in einer möglichst einfachen Nährlösung kultivieren zu können 1 . 

Sämtliche Versuche wurden mit einem von Baarn bezogenen 
Stamm von Ustilago violacea f. Melandrii rubri ausgeführt. Einige 
wenige Versuche machte ich mit U. violacea /. Silenes nutantis und 
/. Dianthi deltoidis , die beide ebenfalls von Baarn bezogen wurden. 

1* Methode. 

Das Wachstum des Pilzes in flüssigen Nährmedien läßt sich am 
besten mit Hefekulturen vergleichen. Durch die intensive Sprossung 
entsteht schon nach 2 Tagen eine zunächst homogen erscheinende 
Trübung der Kulturlösung. Bei ungestörter Entwicklung bildet sich 
später ein Bodensatz, der aus lebenden und toten Zellen besteht. Eine 
Kahmhautbildung wurde nie beobachtet. Bei starkem Wachstum 
bilden sich in älteren Kulturen oft zusammenhängende Sproßverbände, 
die als kleine Flocken erscheinen. 

Der beste Maßstab für das Wachstum einer Kultur wäre natürlich die 
Bestimmung des Trockengewichts nach vorherigem intensivem Zentrifu- 
gieren. Da dieses Verfahren jedoch sehr umständlich und zeitraubend ist, 

1 Ich möchte in erster Linie Herrn Prof. Dr. Schöpfer für seine tätige 
Mithilfe an dieser Arbeit bestens danken. Ebenso danke ich Herrn Prof. 
Dr. Rosenthaler für seine Anregungen sowie für die Überlassung eines 
gereinigten Saponinpräparats. Der Stiftung zur Förderung der wissen- 
schaftlichen Forschung an der bernischen Hochschule bin ich für die Ge- 
währung .eines Beitrages zur Anschaffung von Chemikalien zu Dank ver- 
pflichtet. Für die Anschaffung von Apparaten konnten Mittel aus dem 
Eduard Fischer-V onds de« botanischen Instituts verwendet werden. 
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mußte nach anderen Methoden Umschau gehalten werden» Die Auszählung 
der Sproßzellen in der Zählkammer kommt nicht in Betracht, weil die 
Zellen oft in größeren oder kleineren Verbänden Zusammenhängen. Es ge- 
lingt auch durch starkes Schütteln nicht, eine einigermaßen homogene 
Verteilung der Zellen zu erreichen. Es wurde ferner versucht, durch die 
Kurve der Titrationsazidität einen Maßstab für das Wachstum des Pilzes 
zu erhalten. Ustilago violacea bildet Ammoniak, was durch die Nessler sehe 
Reaktion leicht festgestellt werden kann. Da aber in Nährlösungen ver- 
schiedener Zusammensetzung die Alkalinisierung sehr ungleich stark ist, 
läßt sich aus dem Grad der Veränderung der Titrationsazidität kein Schluß 
auf die Masse der gebildeten Pilzsubstanz ziehen. 

In den letzten Jahren wurde wiederholt die nephelometrische Methode 
mit Apparaten verschiedenster Konstruktion für die Bestimmung der 
Vermehrung bei Bakterien 
und Hefen angewendet. Eine 
kritische Zusammenstellung 
dieser Methode, bezogen auf 
Keimzahlbestimmungen geben 
M Hatz und Rottier ( 14). Med- 
wedew und Schelaumowa (13) 
fanden bei Hefen eine sehr gute 
Parallelität zwischen der pro- 
zentualen Lichtabsorption und 
den durch Auszählung in 
der Zählkammer gefundenen 
Werten. Im hiesigen botani- 
schen Institut wurde in letzter 
Zeit die nephelometrische 
Methode in verschiedenen Ar- 
beiten bei Hefen angewendet. 

Es ergab sich mit dem licht - 
elektrischen Kolorimeter nach 
Dr. B. Lange eine sehr gute Übereinstimmung der nephelometrischen Werte 
mit der Kurve des Trockengewichts. Es mußte nun untersucht werden, 
ob dieser Apparat auch für Ustilago violacea brauchbare Ergebnisse 
liefern kann. 

Um die Brauchbarkeit der nephelometrischen Methode für unser 
Objekt festzustellen, wurde in mehreren Kulturen von 30 ccm in Erlen - 
mcyer-Kolben zunächst die prozentuale Lichtabsorption, der nephelo- 
metrische Wert, bestimmt. Hierauf wurde die Kulturlösung in drei 
kleine, abgewogene Zentrifugengläser zu 10 ccm verteilt, eine halbe 
Stunde zentrifugiert und bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Die Beziehungen zwischen Trockengewicht des Pilzes und dem nephelo- 
metrischen Wert sind in Abb. 1 dargestellt. Bei absoluter Überein- 
stimmung der beiden Werte müßte sich eine Gerade ergeben. Allerdings 
haben Milatz und Rottier (14) festgestellt, daß die durch Mikroorganismen 
verursachten Trübungen nephelometrisch nicht so genau mit der Keim- 
zahl parallel gehen, während sich z. B. Suspensionen von BaS0 4 viel 
regelmäßiger verhalten. In unserem Falle zeigt sich immerhin eine 
Archiv ftoi^krobiologie. Bd. 8 . 32 



Abb.l. Beziehung zwischen prozentualer Licht- 
absorption und Trockengewicht des Mycels. 
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weitgehende Parallelität zwischen den nephelometrischen Werten und 
dem Trockengewicht des Pilzes. Für die Zuverlässigkeit der nephelo- 
metrischen Methode spricht bei unserem Objekt auch die geringe 
Variation der nephelometrischen Werte bei Parallelkolben einer Serie. 

Ein Nachteil der nephelometrischen Methode mit diesem Apparat und 
bei unserm Pilz besteht darin, daß geringe Trübungen, die einem Trocken- 
gewicht von weniger als 10 mg in 30 ccm Kidturlösung entsprechen, über- 
haupt nicht sicher erfaßt werden können. Trübungen von 2 bis 3% Licht - 
absorption sind mit bloßem Auge ohne weiteres erkennbar, doch können 
sie mit unserm Apparat nicht sicher zahlenmäßig festgestellt werden. 
Abb. 1 zeigt übrigens deutlich, daß bei den niedrigsten Werten die Ab- 
weichung von der Geraden am größten ist. Eine weitere Fehlerquelle liegt 
für unser Untersuchungsobjekt in dem schon erwähnten Auftreten von 
flockigen Mycel verbänden, die entweder in der Kulturlösung schweben cder 
sich am Boden des Kolbens ansammeln. Solche Bildungen kommen meist 
erst in späteren Stadien der Entwicklung vor, in jungen Kulturen spielen 
sie keine Rolle. Aus diesem Grunde wurden für alle hier beschriebenen 
Versuche nur Kulturen von 12 bis 14 Tagen verwendet. Die Bildung solcher 
Aggregate kann auch hinausgeschoben werden, wenn die Kulturen jeden 
Tag einmal geschüttelt werden. Dadurch bleiben sie einigermaßen homogen. 
Daß durch das tägliche Schütteln die nephelometrischen Werte deutlich 
}>eeinfhißt werden, konnte ich an einem Kontrollversuch feststellen, ln 
fünf Kolben einer zwölftägigen Kultur, die jeden Tag einmal kräftig ge- 
schüttelt worden waren, ergaben sich folgende nephelometrische Werte : 

18.0 18,5 19,0 19,0 20, 5; Durchschnitt 19,0, 

Die Parallelkultur, die während 12 Tagen me berührt worden war, ergab: 

13.0 14,0 14,5 18,0 18,0; Durchschnitt 15,5. 

Es mußte also auch in dieser Hinsicht darauf geachtet werden, daß sämtliche 
Kolben einer Reihe gleich behandelt wurden. 

Trotz dieser Fehlerquellen liefert die nephelometrische Methode 
auch bei unserm Objekt befriedigende Ergebnisse. Selbstverständlich 
sind diese relativ, aber immerhin zu Vergleichszwecken völlig genügend. 
Zum Teil konnten die unvermeidlichen Fehler durch zahlreiche Parallel- 
kulturen mehr oder weniger kompensiert werden. Die in den folgenden 
Tabellen und Abbildungen gegebenen Werte sind, von wenigen Aus- 
nahmen abgesehen, Durchschnittswerte aus mindestens fünf Be- 
stimmungen. In den meisten Versuchen sind übrigens die Unterschiede 
in der Entwicklung so bedeutend, daß der Fehler der nephelometrischen 
Bestimmung relativ klein erscheint. 

2. Allgemeine Ernährungsbedingungen. 

Der untersuchte Stamm von Uatilago vioJacea wächst gut auf Agar 
mit Zusatz von 1% W ander s Maltin. Glucoseagar ergibt etwa« 
schwächeres Wachstum, auf Saccharoseagar ist die Entwicklung sehr 
schwach. 'Bei gutem Wachstum bildet sich ein weißliches Häutchen, 
das mit der Zeit faltig wird und oft leicht rötlich gefärbt erwhemt. 
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Ranker (18) hat festgestellt, daß Ustilago zeae in verschiedenen syntheti- 
schen Nährlösungen gedeiht. Er hat das Wachstum in 26 verschiedenen 
Lösungen untersucht und mit dem auf Rübendekokt verglichen. Einige 
der von ihm empfohlenen Nährlösungen habe ich auch für Ustilago 
violacea verwendet, doch erhielt ich damit kein besseres Wachstum als 
mit der im hiesigen botanischen Institut gebräuchlichen einfachen 
Lösung, die aus 0,15% Asparagin, 0,15% KH 2 P0 4 , 0,05% MgS0 4 
und einer Kohlenstoff quelle besteht. Diese Nährlösung bildet die Grund- 
lage für alle folgenden Versuche. 

a) Kohlenstoff quellen. 

* Die in Tabelle I zusammengestellten Kohlenstoff Verbindungen : 
Zucker, Alkohole, Glucoside und organische Säuren wurden der Nähr- 
lösung zu 1 % beigefügt. Gegenüber dem Wachstum in komplexen 
organischen Lösungen, z. B. Dekokten verschiedener Pflanzen, ist das 
Wachstum mit den in Tabelle I angeführten Kohlenstoff quellen durch- 
weg als schwach zu bezeichnen; man vergleiche z. B. die in Tabelle VII 
erreichten nephelometrischen Werte ! Andererseits müssen wir bedenken, 
daß ein nephelometrischer Wert von 3,0 schon einem Myceltrocken- 
gewicht von etwa 10 mg in 30 ccm Kulturlösung entspricht, also immer- 
hin schon ein deutliches Wachstum darstellt. Bezeichnen wir ein 
Wachstum mit einem nephelometrischen Wert von mindestens 10 als 
gut, so käme nach Tabelle I nur Saponin als gute Kohlenstoff quelle in 


Tabelle I. Nephelometrische Werte mit verschiedenen Kohlen- 
stoff quellen. 


Glycerin 

7,7 

Aesculm 

.. 2,0 

Xylose 

1,9 

Digitalin 

.. 1,5 

Arabmose 

1,5 

a-Methylglucosid 

.. 2,5 

Rhamnose 

0,5 

Saponin 

. . 13,7 

Sorbit 

1,2 

Essigsäure 

.. 1,0 

Mannit 

0,8 

Monochloressigsäure 

.. 1,6 

Lavulose 

1,5 

Heptylsaure 

.. 1,0 

Glucose 

2,4 

GlykolsäUre 

.. 1,9 

Mannose 

1,0 

Milchsäure 

.. 2,0 

Oalactose 

1,5 

Prop ionsau je 

.. 1,0 

Saccharose 

1,3 

Gluconsäure 

.. 4,3 

Maltose 

4,2 

Oxalsäure 

.. 1,7 

Lactose 

0,8 

Bemsteinsaure 

.. 4,5 

Raffinose 


Fumarsäure 

. . 0 

Inulin 

5,5 

Apfelsäure 

.. 3,0 

Dextrin 

5,5 

Brenztraubensäure 

. . 2,5 

Stärke 

7,4 

Weinsäure 

.. 1,0 

Oellobiose 

3,6 

Citronensäure 

.. 5,2 

SaAicin 

3,6 

Glycerinsäure 

.. 2,0 

Arbutin 

3,0 

Äthylalkohol, denaturiert . . . 

. . 2,5 


32 * 
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Frage. Ziemlich gutes Wachstum (nephelometrische Werte von 5 bis 10) 
haben wir mit Glycerin, Inulin, Dextrin, Stärke und Citronensäure. 
Schwaches, aber immerhin deutliches Wachstum (nephelometrische 
Werte von 2 bis 5) ergaben Glucose, Maltose, Cellobiose, Salicin, Arbutin, 
Aesculin, a-Methylglucosid, Milchsäure, Gluconsäure, Bernsteinsäure, 
Apfelsäure, Brenztraubensäure, Glycerinsäure und Alkohol 1 . 

Das ziemlich gute Wachstum auf Glycerin beruht wohl auf einer 
zufälligen Verunreinigung dieser Substanz. In einem nachträglich mit 
reinem Glycerin ausgeführten Versuch wurde nur noch ein nephelo- 
metrischer Wert von 3,0 erzielt. Wahrscheinlich beruht auch das 
ziemlich gute Wachstum auf Dextrin und Stärke auf einer Verunreini- 
gung dieser Substanzen. Es wäre sonst kaum verständlich, daß bei 
Stärke bessere Ergebnisse zu beobachten waren als bei Maltose und 
Glucose. 

Ähnlich verhält es sich mit dem Inulin. Tabelle II, in der das 
Wachstum mit verschiedenen Sorten von Inulin und bei Verwendung 
von zwei verschiedenen Stickstoffquellen dargestellt ist, zeigt, daß 
Inuline verschiedener Herkunft und verschiedener Beschaffenheit 
bedeutende Unterschiede auf weisen. Man darf wohl annehmen, daß 
auch hier lediglich zufällige Beimengungen für die Eignung dieser 
Inuline als Nährstoff ausschlaggebend sind. Nach dem Ausfall der 
Fehling sehen Reaktion vor Einleitung und am Ende des Versuchs 
erscheint es überhaupt unwahrscheinlich, daß der Pilz das Inulin 
enzymatisch abbauen kann. 


Tabelle II. Nephelometrische Werte auf ver- 
schiedenen Inulinpräparaten. 


Inulin 

Stickstoffquelle 


Asparagin 

| NH. NO. 

Kahlbaum rein (05123) 

13,0 

0,0 

„ reinst (06122) 

10,5 

2,8 

Schuchardt purissimum 

3,0 

0,5 

.. reinst ceorüft 

5.3 

1.0 


In allen Versuchen ergab Maltose ein etwas besseres Wachstum 
als Glucose. Ranker (18) hat die gleiche Beobachtung an Ustilago zeae 
gemacht. Es wurden nun Maltoseproben verschiedener Herkunft für 
die Nährlösungen verwendet. Maltose Merck ergab einen nephelo- 
metrischen Wert von 2,9, Maltose Siegfried von 3,0, Maltose Kahlbaum 
von 7,6, Maltose Kahlbaum gereinigt, dreimal umkristallisiert 2 , ergab 

1 Denaturierter Alkohol: 125kg enthalten 2,5kg Methylalkohol, dem 

30% Aceton beigemischt war. — 2 Ich verdanke dieses Präparat Herrn 
cand. phil. W. Rytz. 
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dagegen nur einen nephelometrischen Wert von 2,4. Das läßt darauf 
schließen, daß das bessere Wachstum auf Maltose Kahlbaum auf Neben- 
bestandteilen dieses Präparats beruht. Kluyver (10) hat nachgewiesen, 
daß in Maltose Kahlbaum 0,22 % Stickstoff (auf Eiweiß umgerechnet) 
enthalten sind. Schöpfer (16) bestimmte den Stickstoffgehalt dieser 
Maltose zu 0,49% und konnte außerdem feststellen, daß in Maltose 
Kahlbaum Wuchsstoffe vitaminischer Natur wirksam sind. Nehmen wir 
für die von uns verwendete Maltose die von Schöpfer berechneten Werte 
als Grundlage an, so bringen wir mit der Maltose in einen Kolben von 
30 ccm Nährlösung immerhin etwa 1,5 mg Stickstoff hinein. Unter 
der Voraussetzung, daß dieser Stickstoff assimilierbar ist, könnte diese 
Menge schon für ein gewisses Wachstum des Pilzes genügen. In welchem 
Ausmaß die in Maltose Kahlbaum vorhandenen Wuchsstoffe fördernd 
auf Ustilago violacea einwirken, wurde nicht untersucht. 

Diese Ausführungen sollten zeigen, daß, abgesehen vom Saponin, 
auf das wir noch zurückkommen werden, keine der angewendeten 
Kohlenstoffquellen ein befriedigendes Wachstum des Pilzes ergibt. Wo 
eine mittelmäßige Entwicklung festzustellen ist, muß diese mit größter 
Wahrscheinlichkeit auf zufällige Beimengungen der betreffenden 
Substanzen zurückgeführt werden. 

Es mußte nun noch untersucht werden, ob vielleicht Kombinationen 
verschiedener Kohlenstoffquellen ein besseres Wachstum ergeben. Wie 
die folgende Zusammenstellung zeigt, konnte durch Zuckergemische 
gelegentlich eine leichte Wachstumssteigerung erreicht werden. Mit 
den aufs Geratewohl vorgenommenen Mischungen wurden folgende 
nephelometrischen Werte erzielt: 


Glucose 1 ° ( , -f Glycerin (nicht rein) 1 Ü G 10,4 

Maltose Merck 0,5 °„ 4 Saccharose 0,5 ° 0 \ Glycerin rom 0,5 ° 0 3,2 

Glucose lernst La Roche 0,5 ° u 4~ Maltose Merck 0,5 0 4) 2,6 

Glucose 0,5 °„ -f Saccharose 0,5 ° n 0,6 

Arabmose, Glucose, Maltose, Glycerin (nicht rem), je 0,2 ° 0 . 7,0 

Xylose, Glucose, {Saccharose, Glycerin (nicht iein), je 0,5° o ... 5,0 


Es zeigte sich bei diesen Mischungen also im besten Falle eine 
Additionswirkung, wobei man sich darüber klar sein muß. daß auch hier 
eigentlich nicht die verwendeten Kohlenhydrate, sondern ihre Ver- 
unreinigungen unbekannter Natur für das Wachstum des Pilzes aus- 
schlaggebend sind. 

b) Stickstoff quellen. 

Zur Feststellung einer geeigneten Stickstoffquelle wurde der 
gewöhnlichen Nährlösung 1 % Maltose Kahlbaum und 0,5 % Glycerin 
(nicht rein) als Kohlenstoffquelle beigefügt. Diese beiden Substanzen 
bewirken schon allein ein gewisses Wachstum, was in dem ziemlich 
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Tabelle III. Wachstum mit verschiedenen Stickstoffquellen. 


N- Quelle 

Neplielometri- 
ache Werte 

N- Quelle 

Nephelometri* 
»che Werte 

Fibrin 

36,7 

Ammoniumsulfat 

12,36 

Pepton- Witte 

26,6 

Glykokoll 

12 , 0 ' 

Pepton- Merck t bakt. Zw . 

21,76 

Ammoniumchlorid .... 

11.4 

Ammoniumzitrat 

18,0 

Ammoniumnitrat 

10,6 

Asparagin 

16,1 

Nucleinsäure 

10,6 

Harnstoff 

14,5 

Kaliumnitrat 

7,4 

Ammonium tartrat 

14,4 

Kontrolle ohne N 

6.76 


hohen nephelometrischen Wert der Kontrolle ohne N (Tabelle III) 
zum Ausdruck kommt. Dieser Wert müßte also eigentlich von den 
übrigen Werten in Abzug gebracht werden. Tabelle III gibt die nephelo- 
metrischen Werte bei Zugabe von 0,2% der Stickstoff Verbindung. 

Die besten Stickstoffquellen sind also die komplexen Substanzen, 
die in verschiedenem Grade abgebautes Eiweiß enthalten und die wohl 
auch durch ihre Begleitstoffe wirken. Einfache Aminosäuren und 
Ammoniumsalze nehmen eine Mittelstellung ein, während Nucleinsäure 
und KN0 3 kaum verwertet werden können. Im Gegensatz zu dieser 
Feststellung fand Ranker für Ustilago zexie gutes Wachstum bei Zusatz 
von NaN0 8 und KNO r Auch Ammoniak scheint für Ustilago violacea 
als Stickstoffquelle in Betracht zu kommen, doch sind die Ergebnisse 
hier zweifelhaft, da bei Zugabe von Ammoniak in den Lösungen leicht 
Ausfällungen entstanden, die sich dann bei der Bestimmung des nephelo- 
metrischen Wertes störend bemerkbar machten. In den weiteren Ver- 
suchen wurde, wenn nichts anderes bemerkt ist, stets Asparagin als 
Stickstoff quelle verwendet. 

c) W (i sser stof fionenkonzentrati on . 

Aus den Versuchen von Ranker scheint hervorzugehen, daß die Wasser- 
stoffionenkonzentration für das Gedeihen von Ustilago zeae keine ausschlag- 
gebende Rolle spielt. Die Lösung, in der er das beste Wachstum beobachtete, 
hatte nach der Sterilisation ein pn von 5,6, Er konnte aber auch in anderen 
Lösungen, deren pn bei 3 bzw. 6,2 lag, gutes Wachstum feststellen. 

Bei Ustilago violacea setzte das Wachstum in ungepufferten Lösungen 
etwa bei 3,5 bis 4 ein und erreichte schon bei pn 4,5 maximale Werte, 
die bis p H 6,5 mehr oder weniger konstant blieben. In alkalischen 
Lösungen war das Wachstum bedeutend geringer, immerhin zeigte der 
Pilz auch bei pn 8,3 noch mittelmäßiges Wachstum. Da auch hier der 
Wasserstoffionenkonzentration scheinbar keine ausschlaggebende Be- 
deutung zukommt, wurden keine weiteren Versuche unternommen, die 
Nährlösungen auf ein bestimmtes optimales pn einzustellen. Das wäre 
übrigens wegen der ziemlich starken Ammoniakbildung des Pilzes auch 
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in gepufferten Lösungen ziemlich schwierig gewesen. Die Veränderung 
des pn durch die Ammoniakbildung des Pilzes läßt sich sehr schön 
zeigen, wenn der beimpften Nährlösung etwas Universalindikator Merck 
beigefögt wird. Der Pilz scheint in seinem Wachstum durch die im 
Indikator vorhandenen Stoffe nicht merklich gehemmt zu werden. Im 
Verlauf von 14 Tagen geht die Farbe der Nährlösung von rot nach gelb- 
grün und grün (pn 7) übejr. In den später zu besprechenden Versuchen 
zeigte sich überall, daß die Alkalisierung der Nährlösung weniger 
intensiv ist, wenn neben Saponin noch ein Zucker in der Nährlösung 
vorhanden ist. 

8. Wirkung des Saponins auf das Wachstum. 

a) Wirkung von Saponin allein . 

Aus Tabelle I geht hervor, daß Saponin von allen verwendeten 
Kohlenstoffquellen die beste Wirkung auf das Wachstum von Ustilago 
violacea hatte. Dies ist weiter nicht verwunderlich, da alle Handels- 
präparate von Saponin zahlreiche andere Stoffe enthalten. So enthält 
z. B, Saponinum purissimum album Merck als Beimengung etwa 30 bis 
40% Milchzucker [Martins (12)]. Eine im hiesigen Institut durch 
Herrn V. Kocher ausgeführte Stickstoffbestimmung ergab, daß das 
reinste Handelspräparat, Sap. pur. album Schuchardt, noch 0,3 % Stick- 
stoff enthält. Gibt man also in einen Kolben mit 30 ccm Nährlösung 
0,5 % Saponin, wie dies in meinen Versuchen die Regel war, so wurden 
damit etwa 0,45 mg Stickstoff in die Nährlösung gebracht, also immerhin 
eine Menge, die schon ein gewisses Pilz Wachstum ermöglichen kann. 
Ustilago violacea wächst deshalb in einer 1 %igen Saponinlösung in 
dest. Wasser, ohne jeden anderen Zusatz, schon ziemlich gut. Es 
konnten mit Saponin allein schon nephelometrische Werte bis zu 11,7 
erreicht werden. Auch die auf Silene nutans und Dianthns deltoide * 
vorkommenden Stämme von Ustilago violacea wuchsen in der gewöhn- 
lichen Nährlösung mit 0,5% Saponin als Kohlenstoff quelle sehr gut. 
Nicht selten traten in den Saponinlösungen Bakterien oder Pilze, be- 
sonders Penicillium, als Verunreinigungen auf. Dies beweist, daß in 
den Saponinpräparaten des Handels wohl alle für das Leben der Mikro- 
organismen notwendigen Stoffe enthalten sind. Daß es daneben auch 
Organismen gibt, die auf Saponin nicht wachsen, ist selbstverständlich. 
So entwickelte sich z. B. ein Stamm von Saccharomyces cerevisicte in 
einer Nährlösung mit 0,5% Saponin überhaupt nicht. Das Verhalten 
von Ustilago violacea gegenüber Saponin ist vor allem aus dem Grunde 
interessant, weil alle Nährpflanzen dieses Pilzes mehr oder weniger 
saponinhaltig sind. Man könnte sich deshalb fragen, ob das 
Saponin für die Spezialisation des Pilzes eine ausschlaggebende Rolle 
snfcftt. 
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Das Wachstum des Pilzes bei zunehmender Saponinkonzentration 
ist in Abb. 2 dargestellt. Qeringe Konzentrationen lösen nur ein 
schwaches Wachstum aus. Erst bei einem Saponingehalt von über l°/oo 
setzt ein intensives Wachstum ein, das bis zur höchsten verwendeten 
Konzentration von ö% ziemlich regelmäßig zunimmt. Irgendwelche 
Hemmungen konnten auch bei einer Saponinkonzentiation von 6% 
nicht festgestellt werden. Der Versuch zeigt also, daß es absolut unzu- 
treffend ist, wenn die Saponine nach ihren hämolytischen Eigenschaften 
schlechthin als Gifte bezeichnet werden, worauf übrigens Boas schon 
wiederholt hingewiesen hat. 



Abb. 2. N ephclometriache Werte bei zunehmender Saponinkonzentration. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob Ustilago riolacea das Saponin als 
Kohlenstoff quelle benutzen kann, d. h. ob der Pilz imstande ist, Saponin 
abzubauen und die Spaltungsprodukte zu verwe ten, oder ob Saponin 
nur durch seine Begleitsubstanzen günstig auf das Wachstum einwirkt. 
Diese Frage könnte nur durch Versuche mit absolut reinem kristalli- 
siertem Saponin entschieden werden. Ich war leider nicht in der Lage, 
die ziemlich komplizierte Reinigung durchführen zu können. Ein 
Versuch, durch Behandlung mit Tierkohlo die wachstumsfördernden 
Stoffe vom Saponin zu trennen, mißlang. Das Tierkohlefiltrat löste 
nur noch sehr geringes Wachstum aus und enthielt nur Spuren von 
Saponin. Dieses wird, wie auch Martxus (12, S. 57) feststellte, von der 
Tierkohle zurückgehalten. Wurde dann mit Alkohol- Salzsäure eluiert, 
eingedampft und neutralisiert, so zeigte das Eluat starke Schaum- 
bildung und war für das Wachstum des Pilzes ungefähr gleich günstig 
wie unbehandeltes Saponin. 

Einige Anhaltspunkte zur Lösung der Frage, ob das Saponin selbst 
oder seine Verunreinigungen für das Wachstum des PilzeSj^ftft Bedeu- 




Biologie von Ustilago violacea (Pers.) Puck. I. 


467 


tung sind, können die Versuche mit Saponinen verschiedener Herkunft und 
verschiedener Reinheit geben. In Abb. 5 (S. 470) ist durch die schwarzen 
Säulen (B) das Wachstum des Pilzes in der gewöhnlichen Nährlösung mit 
0,5 % Saponin ohne andere Kohlenstoffquelle bezeichnet, die drei ersten 
Saponinproben sind Produkte der Firma Schuchardt. Abb. 5 zeigt 
deutlich, daß das Wachstum in Sap. crudum am besten ist, während in 
dem weitgehend gereinigten Sap. pur. album das geringste Wachstum 
zu beobachten ist. Dies gilt sowohl für Asparagin als auch für Ammo- 
niumnitrat als Stickstoff quelle ; bei diesem ist die Abnahme etwas 
deutlicher, wohl weil es an sich vom Pilz weniger gut verwertet werden 
kann (vgl. Tabelle III, S. 464), und weil dieser um so mehr von den 
N-haltigen Verunreinigungen des Saponins abhängig ist. Die Versuche 
mit diesen drei Schuchardt - Präparaten weisen also darauf hin, daß der 
Wert des Saponins für die Ernährung des Pilzes in erster Linie durch seine 
Verunreinigungen bedingt ist. Es liegen vorläufig keine Anhaltspunkte 
vor, die darauf schließen lassen, daß das Saponin selbst durch den Pilz 
gespalten und verwertet wird. Auch bei den schwächsten Saponin- 
konzentrationen zeigte die Kulturflüssigkeit am Ende des Versuchs 
noch eine ungefähr gleich starke Schaumbildung wie in der unbeimpften 
Kontrolle, was darauf schließen läßt, daß das Saponin nicht gespalten 
wurde. Bei einer enzymatischen Spaltung des Saponins müßte das 
wasserunlösliche Sapogenin entstehen. Es wurde aber nie ein solcher 
Niederschlag beobachtet. Fügt man einer 1 %igen Saponinlösung etwas 
bei 56° getrocknete Pilzmasse bei und läßt sie 2 Tage bei 28° einwirken, 
so steigt der Gehalt an reduzierenden Substanzen von 0,4 auf O,!) 0 /^,. 
Es ist jedoch kaum anzunehmen, daß diese unbedeutende Vermehrung 
der reduzierenden Substanzen auf die Tätigkeit einer Saponase zurück- 
geführt werden darf. Wäre dies der Fall, so müßte wohl die Spaltung 
bedeutend mehr reduzierende Zucker liefern, auch müßte wasser- 
unlösliches Sapogenin entstehen. Die leichte Vermehrung der redu- 
zierenden Substanzen ist wohl auf den Abbau von Begleitstoffen durch 
die Pilzenzyme zurückzuführen. 

b ) Wirkung von Saponin mit Glucose . 

Es wurde früher ausgeführt, daß Mischungen verschiedener Zucker 
das Wachstum von Ustilago violacea nicht nennenswert fördern. Ganz 
andere Ergebnisse hatten aber Mischungen von Saponin und Glucose. 
Hier handelt es sich nicht mehr um eine Additionswirkung, sondern das 
Wachstum in Saponin plus Glucose ist nicht selten mehr als doppelt so 
stark als in den beiden einzelnen Komponenten zusammen. Abb. 3 
zeigt das Ergebnis eines Zeitversuchs. Diese starke Förderung durch 
Sfasatz von Saponin (Handelspräparate) zu Glucose wurde in zahl- 
reichen Versuchen immer wieder bestätigt und darf als sichergestellt 
gelten« 
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B« erhob sich zunächst die Frage, ob vielleicht durch die Sterilisation 
der schwach sauren Nährlösungen im Autoklaven da« Saponin teilweise 
hydrolysiert werde, so daß das dadurch entstehende Zuckergemisch für 
den Pilz eine bessere Kohlenstoffquelle -darstellen würde als Glucose 
allein. Es wurden Parallelversuche angesetzt mit Nährlösungen, in 

denen das Saponin bei 118° im 
Autoklaven sterilisiert wurde, und 
solchen, denen nachträglich durch 
Chamberlandkerzen kalt sterili- 
siertes Saponin beigefügt wurde. 
In beiden Fällen enthielt die 
Grundlösung 1 % Glucose. Die 
Saponinkonzentration war in 
beiden Reihen 0,5%. Das Er- 
gebnis dieses Versuchs ist in 
Abb. 4 dargestellt. Es zeigt sich, 
daß die fördernde Wirkung des 
Saponins, sei es im Autoklaven 
oder kalt sterilisiert, auf das 
0 2 v 6 8 10 12 iv 16 18 Wachstum des Pilzes ungefähr 

Abb. 8. Nephelometrie Werte mit GluccJÄ ^ 

U), Saponiu 0,5 % (B) und Saponin o,5 % schiede sind wohl rem zufällig. 



4- GiuCose 1% (C). 


Es kann sich also nicht um die 



Abb. 4. Nephelometrische Werte uilt 1 % Glucose 
und steigenden Konzentrationen von Saponin. 


Wirkung irgendwelcher Abbau - 
Produkte des Saponins bandeln. 

Ein Vergleich der Abb. 2 
und 4 zeigt schon, daß der 
•Schwellenwert für die Wirkung 
des Saponins bei Anwesenheit 
von Glucose (Abb. 4) bedeutend 
tiefer liegt als ohne Glucose. 
Tabelle IV gibt nun die Ergeb- 
nisse von zwei Versuchen, die 
diese Unterschiede noch klarer 
zeigen sollen. Es ist dabei zu 
betonen, daß die nephelometri- 
schen Werte untet* 3 nicht sehr 
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zuverlässig sind. Mit Glucose haben wir hier gutes Wachstum 
bei einer Saponinkonzentration von 0,5 °/ 00 an, d. h. in einem Kolben 
mit 30 com Nährlösung müssen mindestens 15 mg Saponin vorhanden 
sein, um das Wachstum, das einem nephelometrischen Wert von etwa 
10 entspricht, zu ermöglichen. Enthält die Nährlösung keine Glucose, 
so liegt der Schwellenwert etwas über 2,5 °/ 00 , d. h. das gleiche Wachstum 
erfordert eine mindestens fünfmal größere Menge von Saponin. Dieser 
Unterschied ist verständlich, wenn man bedenkt, daß Saponin in Ab- 
wesenheit von Glucose nur durch seine Verunreinigungen als Nährstoff 
in Betracht kommt. Dabei besteht wohl für den Pilz ein Mangel an 
assimilierbaren Kohlenstoffverbindungen. Ist aber Glucose in der 
Nährlösung vorhanden, so kommt die Wirkung der im Saponin ent- 
haltenen wachstumsfördernden Stoffe ganz zur Geltung. 

In den erwähnten Versuchen wurde immer eine Nährlösung mit 
1 % Glucose verwendet. Der in Tabelle V zusammengestellte Versuch 
zeigt, daß die Förderung des Pilzwachstums schon bei Anwesenheit sehr 
kleiner Mengen von Glucose eintritt. Die in der letzten Spalte angegebene 
Verhältniszahl bezieht sich auf das als 100 % angenommene Wachstum 
des Pilzes in der Nährlösung mit 0,5 % Saponin ohne Glucose. 


Tabelle V. Wachstum bei zunehmender Olucosekonzentration. 


Nährlösung mit 

Glucosenienge , „ . . , 

absolut je Kultur N ephelometri- 
i scher Wert 
mg i 

°/o 

Saponin 0.5% (ohne Glucose) 

0 

17,6 

100 

„ 0,5% -f Glucose 0,10 °/ 00 .. | 

3 

17,2 

97,7 

„ 0,5% -j- Glucose 0,26 °' 00 .. 

7,5 

18,8 

102,5 

„ 0,5 % 4- Glucose 0,50 °/ 00 . . 

15 

22 

125 

„ 0,5% + Glucose 1,00 °/ 00 .. 

30 

29,5 

167,6 

„ 0,5 % -f Glucose 2,50 °/ 00 . . 

7ö 

24,1 

135,8 

„ 0,5 % -f Glucose 5,00 % 0 • • 

150 1 

25,3 

143,7 

„ 0,5 % 4- Glucose 10,00 °/ ()0 . . 

300 : 

25,0 

142,0 


Eine Glucosemenge von 15 mg genügt also schon, um das Wachstum 
des Pilzes um 25 % gegenüber Saponin zu fördern. Dabei muß man sich 
stets der Tatsache bewußt sein, daß Glucose ohne Saponinzusatz vom 
Pilz kaum verwertet werden kann. Daß in diesem Versuch bei lO 0 /^ 
Glucose wieder eine leichte Abnahme des nephelometrischen Wertes 
eintritt, beruht wohl auf irgendeiner Zufälligkeit. In anderen Versuchen 
wurden bei dieser Glucosekonzentration bedeutend höhere Werte beob- 
achtet. 

Alle in diesem Abschnitt besprochenen Versuche wurden mit 
einem Saponinpräparat der Firma Siegfried ausgeftihrt. Es mußte nun 
noeh festgestellt werden, wie sich andere Handelspräparate bei Zusatz 
von Glucose verhalten. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 5 
dargeetoUl Wir stellten früher fest, daß in Abwesenheit von Glucose, 
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das am stärksten verunreinigte Sap. crudum Schuchardt das beste 
Wachstum ergibt. Es ist nun auffällig, daß durch Zusatz von Glucose 
das Wachstum hier nur unbedeutend gesteigert wird. Mit Ammonium- 
nitrat als Stickstoffquelle sind die nephelometrischen Werte mit und 
ohne Glucose genau gleich. Schon etwas größer ist die Wachstums- 
Steigerung durch Glucose bei Sap. depuratum. Am deutlichsten ist die 

Zunahme bei der reinsten Saponinprobe, 
fr- m Sap. pur. album. Nehmen wir auch hier 

7 2 g ^ | | | das Wachstum auf dem entsprechenden 

| | | Saponin ohne Glucose als 100 % an, so 

r - | ^ ^ kommen wir mit Verwendung von As- 

} __ ^ ^ I ^ paragin als Stickstoffquelle mit Zusatz 

■ £3 | | | | von 1 % Glucose auf rund 210 %, mit 

~ ■■ H 1 I ^ I ^ Ammoniumnitrat sogar auf 450%. Offen- 

} _ II ■ I I ^ ^ | bar sind in den weniger gereinigten 

1111 I Saponinpräparaten gewisse Stoffe ent- 

■ fl 1 1 I | I ^ halten, die das Pilzwachstum hemmen. 

■ flflflfl^flii Gaß auch die reinsten Handelspräparate 
nnllllll II noc b namhafte Verunreinigungen ent- 

II II II II halten, wurde schon ausgeführt. 


a b ö^_b a^_b a^b a^_b c j Wirkung von Saponin mit anderen 

* 2 3 4 Kohlenstoffquellen. 

Abb. 5. Ncphelometnache Werte mit 

verschiedenen Saponinpräparaten: Es war ohne weiteres ZU erwarten, 

sap. crudum tichuch. (i) Sap. depur. daß die wachstumsfördernde Wirkung 

Schuch. (2), Sap. pur alb. Schuch. ^ 

(3), sap. Siegfried (4), a mit As- des Saponins nicht nur mit Glucose, 

5WÄSÄÄ »”•>“" *“* ^rbindung mit 

c i o/o Glucose f o,5 o/ 0 Saponin deren Kohlen stoff quellen zutage tritt. 

Tabelle VI zeigt, daß sämtliche unter- 
suchten Kohlenstoffquellen in Kombination mit Saponin (pur. album 
Schuchardt) ein besseres Wachstum des Pilzes ergeben als für sich 
allein. Der Grad der Wachstumszunahme durch Saponinzusatz aller- 
dings schwankt innerhalb weiter Grenzen. Am stärksten ist die 
Zunahme bei Saccharose und Lävulose, wo man mit Saponinzusatz 
nephelometrische Werte erreicht, die über 20 mal höher sind als ohne 
Saponin. Andererseits gibt es verschiedene Stoffe, bei denen mit 
Saponinzusatz nicht einmal die Werte erreicht werden, die der Pilz 
normalerweise in Saponin allein erreicht. 


Abb. 5. Ncphelometnsche Werte mit 
verschiedenen Saponinpräparaten: 
Sap. crudum Schuch. (1) Sap. depur. 
Schuch. (2), Sap. pur alb. Schuch. 
(3), Sap. Siegfried (4), a mit As- 
paragin, h mit N H 4 KO, als N- Quelle 
— ^4 1 °/o Glucose, Ji 0,5 o/ 0 Saponin, 
C 1 °/o Glucose f 0,5 o/ 0 Saponin 


Ausgenutzt werden vom Pilz alle Kohlenstoff quellen, die mit 
Saponin zusammen ein Wachstum von über 100% ergeben, nämlich 
Saccharose, Glucose, Lävulose, Mannose, Salicin, Arabinose, Sorbit, Mal* 
tose und Mannit. Die übrigen sind auch mit Saponin entweder nicht ver- 
wertbar oder wirken direkt hemmend, wie Xylose, Lactose und Alkohol. 
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Tabelle VL Wachstumszunahme bei Zusatz von Saponin. 


Kohlenstoff quelle (l°/ 0 ) 

Nephelometrische Werte 

°/o 

i ohne Saponin 

mit 0,5 o/o Saponin 

Saponin pur. album. (0,5%) 

Glycerin (rein) 

3,4 

14,2 

13,1 

100 

92,2 

Xylose 

1,4 

3,6 

25,3 

Arabinose 

2,0 

22,4 

157,7 

Sorbit 

0,9 

22,0 

154,2 

Mannit 

0,5 

18,3 

128,8 

Lävulose 

1,0 

25,4 

185,9 

Glucose 

1,8 

27,0 

190,0 

Mannose 

1,0 

24,8 

174,6 

Saccharose 

1,3 

29,0 

I 204,2 

Maltose (Merck) j 

2,2 

20,8 

146,4 

Lactose 

0 

1,0 

7,0 

Raff in ose 

0,5 

7,6 

53,5 

Inulin (reinst gepr.) | 

0,8 

5,5 

38,7 

Dextrin I 

i 4,5 

i 6,3 

12.9 

90,8 

Starke { 

7,5 

52,8 

Cellobiose I 

1 1,0 

9,7 

68,3 

Salicin 

2,4 

23,2 

163,3 

Alkohol denat ! 

! 1.4 

3.6 

25,3 


Boas (5, S. 151) erwähnt, daß die Giftwirkung des Saponins vielfach 
in alkalischen Lösungen verstärkt, in sauren abgeschwächt werde. Zur 
Nachprüfung dieser Frage eignet sich Ustilago violacea nicht sehr gut, 
weil dieser Pilz in alkalischen Lösungen nur kümmerlich gedeiht. 
Immerhin glaube ich aus einem Versuch, der in Tabelle VII dargestellt 


Tabelle VH. Einfluß der WasserKtoff ionenkonzentration. 


Nephelometrisehe Worte 


Nepheloinetrische Werte 


Ph 

i 

1 ohne Saponin mit 0,5 °/ 0 Saponin 

Ph ! 

1 

ohne Saponin 

mit 0,5 o/o Saponin 

4,5 

2,8 

28,0 

7,0 

3,2 

26,0 

5,6 

3,0 

28,75 

8,2 , 

: 1,0 

9,6 

6,0 

2,6 

29,4 

1 




ist, schließen zu dürfen, daß für Ustilago violacea das Saponin auch in 
alkalischer Lösung nicht giftig wirkt. Um auch ohne Zusatz von Saponin 
ein gewisses Wachstum zu erzielen, wurden hier gepufferte Nährlösungen 
mit Maltose Kahlbaum , Saccharose und Glycerin (je 0,3 %) als Kohlen- 
stoffquelle verwendet. Trotzdem blieben leider in diesem Versuch die 
nephelometrischen Werte ohne Saponinzusatz sehr niedrig. Mit Saponin 
wurden überall acht- bis zehnmal höhere Werte beobachtet als ohne 
S&ponin. Die Reaktion der Nährlösung scheint also in unserm Falle 
auf den Grad der Wachstumsförderung durch Saponinzusatz keinen 
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Einfluß zu haben. Bei ps 8,2 sinken die nepheiometrisöhen Werte 
sowohl mit als ohne Saponinzusatz auf ungefähr ein Drittel der maxi- 
malen Werte herab. 

d) Wirkung eines gereinigten Saponinpräparates. 

Herr Prof. Dr. Bosenthaler hatte die Freundlichkeit, mir eine kleine 
Probe eines weitgehend gereinigten Saponinpräparats zu überlassen, 
das von ihm 1912 aus der sechsten Fällung von Saponin Merck ge-, 
wonnen worden war. Glücklicherweise besaß Herr Prof. Rosenthaler 
auch noch Material des Ausgangspräparats (Sap. Merck), so daß sich 
hier eine gute Gelegenheit bot, die Wirkung der Verunreinigungen des 
Saponins zu erkennen. Da mir nur etwa 1 g des reinen Saponins zur 



Abl> 6. N cphclomoti i»ehe Wert© 
mit Sap. Merck (1), dem ge- 
i einigten Präparat (2), Glucose (3) 
und Saccharose (4). — J Glu- 
cose (3), Saccharose (4), H 0,5 °/ 0 
Saponin, (’ 0,5 °/ 0 Saponin + 1 o/„ 
Glucose, 7) 0,5 o/ 0 Saponin 4- 1 ® 0 
Saccharose. 


Verfügung stand, konnte nur eine kleine Zahl von Kulturen angesetzt 
werden. Die Ergebnisse scheinen immerhin eindeutig zu sein. Sie sind 
in Abb. 6 graphisch dargestellt. Das Wachstum des Pilzes ist in reinem 
Saponin sehr schwach, sogar schwächer als in Glucose allein. Man darf 
also das gute Wachstum auf den Handelspräparaten wohl ausschließlich 
auf die Verunreinigungen des Saponins zurückführen. 

Kombiniert man Saponin Merck mit Glucose oder Saccharose, so 
ergibt sich ein sehr gutes Wachstum mit nephelometrischen Werten 
von rund 30. Das gereinigte Präparat mit Glucose und Saccharose 
zusammen zeigt dagegen nur sehr geringes Wachstum. Die nephelo- 
metrischen Werte sind nicht wesentlich höher als die mit Saccharose 
oder Glucose allein. Die Unterschiede bleiben in allen Fällen innerhalb 
der Fehlergrenzen. Die günstige Wirkung, die ein Saponinzusatz auf die 
Assimilation verschiedener Kohlenhydrate und Glucoside durch Ustilago 
violacea ausübt, ist also nicht eine Wirkung des Saponins, sondern sirf 
ist auf die Begleitstoffe zurückzuführen, die in allen Präparaten 
Handels vorhanden sind, die aber durch weitgehende Reinigung des 
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Saponins entfernt werden können. Welcher Ar t diese wachstums- 
fördernden Stoffe sind, muß durch weitere Untersuchungen geklärt 
werden. Es ist möglich, daß es sich um bekannte Wuchsstoffe handelt. 
Auch Boas und Steude (ö) vermuten, daß die Saponine „Wuchshormone“ 
eingeschlossen enthalten könnten. 

e) Wachstum des Pilzes auf pflanzlichen Dekokten. 

Nach den bisherigen Ergebnissen scheinen die Saponine bzw. ihre 
noch unbekannten Begleitstoffe für die Entwicklung von Ustilago 
violaoea von großer Bedeutung zu sein. Es fragt sich nun, ob diese 
Stoffe auch unter natürlichen Bedingungen für den Pilz eine Rolle 
spielen, und ob sie vielleicht für die Wirtswahl des Pilzes bestimmend 
sind. Zur ersten Orientierung sollte zunächst festgestellt werden, ob der 
Pilz in Dekokten saponinhaltiger Hlanzen besser gedeiht als auf saponin- 
freien. Nach der Zusammenstellung bei Kofler in Kleine Handbuch der 
Manzenanalyse wurden einige Saponinpflanzen ausgewählt. Die 
Manzenteile wurden kurz aufgekocht, das Dekokt 2 Stunden stehen- 
gelassen und dann ein- oder mehrmals filtriert. 15 ccm des Dekoktes 
wurden der gleichen Menge einer Nährlösung mit 0,3% Asparagin, 
0,3% KH 2 P0 4 und 0,1% MgS0 4 beigefügt. Der Kohlenstoffbedarf 
des Mzes mußte also ganz aus dem Dekokt gedeckt werden. Das 
Wachstum war in diesen komplexen Lösungen im allgemeinen gut, wie 
Tabelle VIII zeigt. 


Tabelle VIII. Wachstum auf pflanzlichen Dekokten. 


Pflanze 

1 Sapouiugehalt ' 

Ncphelometrische Wert 

Pulmonarta officinalts, Blatter 

+ 

48,4 

Equisetum hiemale , Stengel 

+ i 

34,6 

Spinacia oleracea, Blätter 

+ 

30,3 

Struthiopteris germanica, Wurzelstock.. 
Convallaria majalis , Blätter 

+ 1 

27,6 

+ ! 

26,6 

Saponaria officinalts , Wurzelstock 

+ , 

23,0 

Viola sp. cult., Blätter 

+ 

22,6 

Taraxacum officinale , Blätter 

- * 

20,9 

Prunus Laurocerasus , Blätter 

1 — 

18,4 

Melandrium album, Blätter 

! + . 

17,3 

Rosa sp , cult., Blätter 

: I 

10,5 

Hedem Helix , Blätter 

+ 

9,6 

Abies Nordmanniana , Nadeln 

i - i 

4,6 

Ranunctdus Ficaria , Blätter 

< _ * 

1,2 


* Nach Boa» (1937) ebenfalls saponinhaltig. 


' In diesem Versuch erfolgte allerdings die beste Entwicklung des 
Pikes auf den Dekokten von Saponinpflanzen. Daß aber noch andere 
Faktoren für die Ernährung des Pilzes von ausschlaggebender Be- 
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deutung sein müssen, beweist die Tatsache, daß eine so ausgesprochene 
Saponinpflanze wie Hedem Helix , deren Blatt nach Boas mindestens 
fünf Saponine enthält, für den Pilz nur eine sehr mittelmäßige Nahrungs- 
quelle darstellt. Auffällig ist auch, daß der Pilz auf dem Dekokt seiner 
Nährpflanze, Melandrium , gar nicht besonders gut gedeiht. Dat schlechte 
Wachstum in den Dekokten von Abies und Ranunculus muß wohl auf 
besondere Hemmungsstoffe zurückgeführt werden. 

4. Allgemeine Ergebnisse. 

Die Saponine werden nach ihren hämolytischen Eigenschaften oft 
allgemein als Gifte bezeichnet. 

Daß dies gegenüber Hefen und anderen Pilzen nicht zutrifft, wurde 
von Boas wiederholt betont. Auch Czapek (8) erwähnt, daß Saponine nach 
den Erfahrungen von Fermi für Mikroorganismen wenig schädlich seien. 
Nach seinen eigenen Erfahrungen scheint auch die Giftwirkung auf Phanero- 
gamenzellen nicht sehr intensiv zu sein. Seifriz (17) fand Zeilen von Elodea 
ziemlich widerstandsfähig gegen Saponin. Das bestätigt auch Munthiu (15), 
die Elodea -Blätter in einer 2 %igen Lösung tagelang lebend erhalten konnte. 

Klebs (9) kam zum Schluß, daß Saponin für Saprolegnia mixta und 
für Sporodinia grandis eine ungeeignete Kohlenstoff quelle darstellt. Da- 
gegen stellte Boas (4) bei Rhiznpus eine Erhöhung des Erntegewichtes 
und eine Anregung der Sporangienbildung als Wirkung eines Saponin- 
zusatzes fest. Aspergillus niger läßt sich nach Boas und Steude (6) in 
einer verarmten Nährlösung durch Saponin zu vermehrtem Wachstum 
anregen. 

Ich selber beobachtete wiederholt Bakterien, die sich in Saponin- 
lösungen ohne irgendwelche anderen Stoffe sehr gut entwickelten. In 
Nährlösungen mit Saponinzusatz gedeihen zahlreiche Pilze, u. a. Peni - 
ciUium- Arten, recht gut. Für Ustilago violacea stellen die verschiedenen 
Handelspräparate von Saponin eine erstklassige Nahrungsquelle dar, 
besonders in Gegenwart gewisser Kohlenhydrate oder Glucoside. Da 
wohl sämtliche Nährpflanzen von Ustilago violacea mehr oder weniger 
saponinhaltig sind, erschien mir eine Untersuchung des' Verhaltens 
dieses Pilzes gegenüber Saponin von besonderem Interesse zu sein. Es 
gelang mir auch bei Anwendung starker Saponinkonzentrationen (5 %) 
nicht, bei Ustilago irgendwelche Wachstumshemmungen zu bewirken, 
die sich in den nephelometrischen Werten ausgedrückt hätten. 

Boas wies in mehreren Arbeiten (1 bis 4) auf die durch Saponin 
bewirkte Förderung der Gärtätigkeit von Hefen hin. Diese Förderung 
wird bei Anwesenheit von Zellgiften und großen Salzmengen aufgehoben, 
und es treten dann starke Schädigungen der Hefezelle auf. Boas erklärt 
diese Erscheinungen im Sinne der Overton sehen Lipoidtheorie. Er nimmt 
an, daß die Hauptwirkung der Saponine eine chemische sei, indem sie 
die Lecithine und Cholesterine der Plasmahaut angreifen, die Bindung 
dieser Stoffe mit Eiweiß aufheben und damit den kolloidalen Zustand 
der Plasmahaut im Sinne einer gesteigerten Permeabilität verändern. 
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An der Möglichkeit einer Veränderung der Permeabilität der Zelle 
unter Einwirkung von Sapoi inen ist wohl kaum mehr zu zweifeln. Seifriz 
(17) hat bei Elodea und Munthiu (15) bei Elodea , Spirogyra und AUmm eine 
Erhöhung der Permeabilität durch Saponin erzielt. In den Versuchen von 
Munthiu zeigte sich besonders für Glycerin eine starke Steigerung der 


Durchlässigkeit bei Elodea - und Spirogyra-Zellen. Etwas fraglicher er- 
scheint d ie Erhöhung der Permeabilität für Rohrzucker. Nun können aber. 


wie Munthiu ausführt, die an plasmolysierten Zellen gewonnenen Ergebnisse 
nicht ohne weiteres auf normale Zellen übertragen werden. Bei der Erhöhung 


der Plasmolyse-Permeabilität handelt es sich um die Wirkung auf eine 
mechanisch veränderte Plasmaobei fläche. Ob die Permeabilität der normalen 


Zelle in gleicher Weise und vor allem in gleichem Maße durch das Saponin 
beeinflußt wild, ist bis jetzt noch nicht erwiesen. Munthiu vertritt die 


Ansicht, daß die Saponinwirkung bei Plasmolyse in verstärktem Maße zum 
Ausdruck kommt. Wenn überhaupt eine Erhöhung der Normalpermeabilität 
durch das Saponin stattfindet, kann diese auf keinen Fall so weit gehen, 
„daß dem Saponin selbst der Eintritt in die Zellen ermöglicht wird, denn 
sonst könnten die Zellen wohl nicht so lange in der Saponinlösung ohne 
sichtliche Störung am Leben bleiben“ (Munthiu, S. 468). 


Die Ergebnisse unserer Versuche mit Handelssaponinen könnten 
nun ohne weiteres so erklärt werden, daß durch den Zusatz von Saponin 
eine Erhöhung der Permeabilität für Glucose, Maltose, und andere 
Kohlenhydrate und Glucoside bewirkt wird. Damit könnten diese 
Stoffe in die Zelle eintreten und dort zum Aufbau verwendet werden. 
Dies war auch so lange unsere Arbeitshypothese, bis die Versuche mit 
dem gereinigten Saponinpräparat von Prof. Rosenthaler ganz unerwartete 
Ergebnisse brachten. Diese Versuche zeigten, daß Ustilago violacea in 
reinem Saponin überhaupt nicht wächst, und daß auch bei Zugabe von 
Glucose oder Saccharose kein besseres Wachstum erzielt wird als mit 
diesen Stoffen allein, ohne Saponin. Das gute Wachstum bei Ver- 
wendung von Handelspräparaten muß also nicht auf eine Wirkung des 
Saponins selber, sondern auf eine Wirkung der Beimengungen oder der 
Verunreinigungen, die in allen Saponinpräparaten des Handels ent- 
halten sind, zurückgeführt werden. Daß solche Stoffe auf das Wachstum 
des Pilzes ein wirken können, zeigt sich auch in den Versuchen mit 
Inulin, Maltose und Glycerin und anderen Stoffen, von denen gesagt 
werden kann, daß sie auf das Wachstum von Ustilago violacea um so 
günstiger wirken, je unreiner sie sind. 


Über die Beschaffenheit der wirksamen Stoffe sind wir vorläufig 
noch ganz im unklaren. Sicher ist aber, daß diese schon in sehr kleinen 
Mengen wirksam sind. Aus Tabelle IV geht hervor, daß in Anwesenheit 
von Glucose schon durch eine Saponinkonzentration von 0,5°/^ ein 
gutes Wachstum ausgelöst wird, das einem nephelometrischen Wert 
von etwa 10 entspricht. Nun enthält eine solche Kultur wie früher 
a&sgeführt wurde, 15 mg Saponin und in diesem etwa 0,045 mg Stick- 
stcft (0,3%). Auch wenn wir annehmen, daß diese Stiokstoffmenge 
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vom Pilz verwertet werden kann, erscheint es doch nicht sehr wahr- 
scheinlich, daß eine so kleine Stickstoffmenge ausreicht zur Bildung von 
etwa 14 mg Pilzsubstanz (Trockengewicht), die einem nephelometrischen 
Wert von 10,4 entspricht. Die Annahme, daß in den Handelspräparaten 
des Saponins bestimmte Wuchsstoffe vorhanden seien, erscheint deshalb 
wahrscheinlicher. Auch Boas und Steude neigen zur Ansicht, daß die 
Saponinpräparate ,, Wuchshormone“ enthalten. Daß daneben in den 
Handelssaponinen jeder Herkunft auch noch beträchtliche Mengen von 
Stoffen (Stickstoff Verbindungen und Mineralsalze) vorhanden sind, die 
für den Pilz als eigentliche Nährstoffe in Betracht kommen, geht daraus 
hervor, daß ZJstilago violacea auch auf Saponinlösungen ohne jeden 
Zusatz ziemlich gut gedeiht. 

Es wäre nun sehr interessant, die Versuche über den Einfluß des 
Saponins auf die Gärtätigkeit der Hefen mit reinen Saponinpräparaten 
zu wiederholen. Es müßte sich dann zeigen, ob die von Boas vertretene 
Ansicht, daß durch das Saponin eine Erhöhung der Permeabilität der 
Hefezelle und damit eine Steigerung des Stoff Umsatzes bewirkt wird, 
aufrechterhalten werden kann. Es wäre nämlich auch denkbar, daß 
die gleichen im Saponin vorkommenden Begleitstoffe, die für Ustilago 
wachstumsfördernd wirken, auch auf die Vermehrung der Hefezellen 
und damit indirekt auf den Gärungsprozeß beschleunigend einwirken 
könnten. Bei dieser Annahme wären allerdings die von Boas beob- 
achteten Giftwirkungen von Metallsalzen in Gegenwart von Saponin 
schwieriger zu deuten. Nach Schwartz und Kretzdorn (19) machen sich 
aber die von Boas beobachteten Schädigungen durch Saponin bei 
Anwesenheit einwertiger Ionen von Neutralsalzen erst geltend, wenn 
Gärung eintritt. Wenn es sich nur um eine Frage der Permeabilität 
handeln würde, so wäre nicht gut verständlich, warum die Schädigungen 
ausbleiben, wenn keine Gärung eintritt. 

Zum Schluß sei noch darauf hingewiesen, daß Saponin in vielen 
Fällen doch auch als Zellgift wirken kann. 

So beobachteten Bchwartz und Kretzdorn allerdings eine erhöhte Garungs- 
intensitat bei Gegenwart von Saponin, zeigten aber auch, daß Saponin eine 
deutliche Zellschädigung bewirkt, die um so großer ist, je höher die Zucker- 
konzentration und damit der Garungsximsatz ist. Die Saponinsohadigungen 
treten nur bei Zusatz von gärfabigen Zuckern auf. Gibt man einen nicht 
vergarbaren Zucker, z. B. Lactose, bei, so bleibt die Schädigung aus. 

Combes (7) konnte in Wasserkulturen von Phanerogamen in vielen 
Fällen eine Schädigung der Wurzeln durch Saponinzusatz nachweiHen, die 
sich auch in einer Verminderung des Trockengewichts ausdrückte. Diese 
Schädigung tritt indessen nicht ein, wenn das Saponm auf die Wurzeln der 
gleichen Pflanzenart emwirkt, aus der es gewonnen wurde {Agr ostemma)* 
In diesem Falle ist die Wirkung gleich null oder sogar leicht fördernd. Eine 
bedeutende wachstumsfordemde Wirkung durch Saponin konnte Cortibes 
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bei höheren Pflanzen nicht feststellen. Es ist bemerkenswert, daß Combea 
die Handelspräparate des Saponins vor Gebrauch durch dreimalige Be- 
handlung mit heißem und kaltem Alkohol weitgehend reinigte, und es 
erscheint durchaus möglich, daß er damit die wachstumsfördernden Stoffe 
aus dem Saponin entfernte oder unwirksam machte. 

Bei unsern Versuchen mit Ustilago violacea ergaben sich also keine 
Anhaltspunkte für eine Erhöhung der Permeabilität durch Zusatz von 
Saponin. Damit soll natürlich nicht behauptet werden, daß eine solche 
Wirkung bei anderen Objekten nicht bestehe. Die physikalische Wirkung 
der Saponine, die in ihrer Oberflächenaktivität begründet ist, wurde in 
diesen Versuchen nicht berücksichtigt. Der fördernde Einfluß, den die 
Handelssaponine auf die Entwicklung von Ustilago violacea ausüben, 
kann auf die Verunreinigungen der Saponine zurückgeführt werden. 
Welcher Art die wirksamen Substanzen sind, ob es sich um Nahrungs- 
stoffe, um besondere Wuchsstoffe vitaminartiger Natur oder um 
katalytisch wirksame mineralische Substanzen handelt, soll durch 
weitere Untersuchungen festgestellt werden. Es besteht schließlich 
auch noch die Möglichkeit, daß die Verunreinigungen des Saponins 
einen entgiftenden Einfluß ausüben. 

Zusammenfassung. 

1. In einer einfachen Nährlösung zeigte der untersuchte Stamm 
von Ustilago violacea f. Melandrii nur mit Saponin als Kohlenstoff quelle 
einigermaßen befriedigendes Wachstum. 

2. Steigende Saponinkonzentrationen bis zu 6% üben keinen 
hemmenden Einfluß auf das Wachstum des Pilzes aus. 

3. Kohlenstoff quellen wie Arabinose, Sorbit, Mannit, Lävulose, 
Glucose, Mannose, Saccharose, Maltose und Salicin, die für sich allein 
und auch in Kombinationen unter sich für den Pilz ungenügend sind, 
ergeben nach Zusatz von Saponin (Handelspräparate) ein sehr gutes 
Wachstum. 

4. Für eine enzymatische Spaltung des Saponins durch den Pilz 
bestehen keine Anhaltspunkte. 

5. Ein weitgehend gereinigtes Saponinpräparat wirkte weder 
allein, noch in Verbindung mit Glucose und Saccharose günstig auf 
das Wachstum des Pilzes ein. 

6. Die wachstumsfördernde Wirkung der im Handel erhältlichen 
Saponine beruht auf ihren Beimengungen oder Verunreinigungen, deren 
Natur vorläufig noch nicht bekannt ist. Eine eigentliche Saponin- 
wirkung, die in einer Erhöhung der Permeabilität bestehen würde, 
konnte nicht festgestellt werden. 
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Nachträglicher Zusatz bei der Korrektur: Inzwischen hat sich hei 
weiterer Verfolgung der Frage herausgestellt, daß das Wachstum der 
Ußtitago violacea von Aneurin abhängt. - Eine ausführliche Dar- 
stellung der neugewonnenen Ergebnisse wird im Archiv für Mikro- 
biologie demnächst erscheinen. 
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Agar*, Molybdän- and Eisenwirknng bei Azotob&cter. 

Eine Richtigstellung. 

Von 

August Hippel. 

(Eingegangen am 30 . November 1937.) 

In einer Arbeit von S. Krzemieniewski und J. KovcUs [Bull. Acad. 
Polon. CI. Sc. Mathem. et Nat. Ser. B, Sc. nat. (I) 1936, S. 169, Krakau 
1937] findet sich eine Bemerkung, die von meiner Seite eine Richtig- 
stellung erfordert. Sie ist offenbar durch ein Mißverständnis meiner 
Darstellung entstanden. Die Verfasser sagen (S. 171): „Neuerdings 
kommt j Rippel zu dem Schlüsse, daß Molybdän von geringer Wirkung 
ist und der Nährlösung zugesetzte Agarmengen nicht ersetzen kann“, 
und (S. 191) „daß er (R.) in Gegenwart von Molybdän keine bessere 
Wirkung als bei kleinen Agarmengen feststellen zu können glaubt“. 
Tatsächlich aber handelt es sich um etwas ganz anderes, nämlich darum, 
ob der Zusatz von Agar durch im Agar vorhandenes Molybdän wirkt, 
was, wie gezeigt wurde, nicht der Fall ist (A. Rippel , diese Zeitschr. 7, 
210, 1936). Die Molybdän Wirkung an sich stand gar nicht zur Diskussion. 
Sie wurde von mir nie geleugnet, wie auch aus einer zweiten Mitteilung 
von mir, die kurz nach der ersten erschien (A. Rippel , diese Zeitschr. 7, 
590, 1936) eindeutig hervorgeht (S. 595: „Die Tatsache der Molybdän- 
wirkung ist uns heute . . . selbstverständlich“). 

Bei dieser Gelegenheit möchte ich noch darauf hinweisen, daß meine 
an zweiter Stelle genannte Mitteilung die von den oben genannten Ver- 
fassern festgestellte optimale Eisens irkung bei gleicher Konzentration 
ermittelt. Eine Wirkung auf die Stickstoffbindung, die Verfasser an- 
nehmen, ist indessen abzulehnen, da die Wirkung genau so in Nitrat- 
Nährlösung eintritt, und weil zudem bei anderen Bakterien das Eisen- 
optimum ebenfalls auf gleicher Höhe liegt. 
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125 ff. 

-, sporenbildende, Nuclealnachweis 
126. 

- , Verhalten der Nuclealsubstanz bei 

Kultur mit er verschiedenen Le- 
bensbedingungen 142 ff. 

Beggiatoa alba 312, 315, 320. 

— arachnoidea 312, 315, 316, 320* 
gigantea nov. spec. 313, 314, 318, 
319, 320. 

- - leptomitiformi8 312, 320. 

— minima 315. 

— mirabüis 312 u. ff. 

-- --»Formenkreis 312ff. 
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Beüis perennis, Feulgen-Timktion 140. 

Bierhefe 76. 

Biocoenose 99 ff. 

Bios m tierischen Organen und Pro- 
dukten 231. 

Blastoclada strangulosa 168. 

Boden s. a. Erde. 

— , Abhängigkeit dos Aigengeh alts 
von Temperatur und Feuchtigkeit 
278f., 283. 

— Gehalts an nitrifizierenden, 

denitrifiziorenden und Stickstoff 
bindenden Bakterien von Tem- 
peratur und Feuchtigkeit 278 ff., 
284ff. 

— •, — — Gesamtgehalts an Bakterien 

von Temperatur und Feuchtig- 
keit 275ff., 282. 

— f Gesamtstickstoffgehalts von 

Temperatur und Feuchtigkeit 258. 

— 9 — — Humusgehalts und Säure- 
grads von Temperatur und Wasser- 
gehalt 261. 

— f — - - Pilzgehalts von Temperatur 

und Wassergehalt 276f., 282 f. 

— , Azotobacter-Ge halt und Fruchtbar- 
keit, abhängig vom Molybdän - 
gehalt lff. 

— , biologischer Aktivitätsgrad dos 
27 ff. 

— — Nachweis von Molybdanmangel 

2 . 

— Einfluß von Temperatur und Was- 
sergehalt auf die Tätigkeit der 
Bodenorganismen 249 ff . 

— Molybdangehalt lff. 

— , optimaler Wassergehalt, abhängig 
von der Wasserkapazität 263. 

BodenorganiRmen , cellulosezorsetzen- 
de, Einfluß von Temperatur und 
Wassergehalt 259. 

— , denitrifizierende, Einfluß von 
Temperatur und Wassergehalt des 
Bodens 287. 

— , nitrifizierende 256. 

— , stickstoffbindende 258. 

Bombardia luncUa 321 ff., 326, 330, 
339, 343, 345. 

, Einfluß organischer Säuren auf 

die Keimung der Askosporen 821 ff. 


Borsäure, Wirkung auf Keimung und 
Wachstum von Nymphaeenpollen 
324. 

Botrytis , Sporenkeimung 322, 326. 

- - cinerea , Sporenkeimung 330, 332. 

Bryopsis 168. 

Burgunderhefe, Fetzen-Reaktion 140. 

Buttersäurebakterien, Verhalten ge- 
genüber Laetaten und Zucker 92. 

Butter-, Essig- und Capronsäure- Bil- 
dung bei Vergärung von Äthyl- 
alkohol durch Methanobacterium 
Omelianahii gemeinschaftlich mit 
einem Plectridium 415ff. 

Calcium, unentbehrlich für nitrifi- 
zierende Bakterien, Spirillen und 
Meruliua 61. 

Oapron-, Essig- und Buttersäure- 
bi klung bei einer Methangarung 
von Äthylalkohol durch Methano- 
bacterium Omelianskii zusammen 
mit einem Plectridium 41 5 ff. 

Chemodinese 46. 

Chlorella vulgaris , Vererbung der 
Folgen von Bestrahlung mit Rönt- 
genstrahlen 201 f. 

, Wirkung von Röntgenstrablen 
180ff. 

Ch/oropseudomonas nov. gen . 105 

- -110, 112, 115, 123. 

Chromntium 101, 104, 105, 108, 110, 
116, 117, 117, 121, 122. 

Citromyccs 76. 

Chidosporium, Sporenkeimung 326. 

Coli- Bakterien des Fischdarms, ver- 
schieden von dem des menschlichen 
Darmkanals 302. 

- — , Formen des menschlichen 
Darmkanals, Selbstreinigung der 
Austern 303 f. 

- -Gärung, Aktivierung der 807 ff. 

- und Paratyphus-Bakterien, cyto- 
logische Untersuchung 428 ff. 

- - -Gruppe, Bakterien der — aus 

dem Austerdarm 288 ff. 

ConmUaria majalis 473. 

Cystein, Aktivator der Coli- Gärung 
308. 
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Darmbakterien (S. auch B. glycino - 
philum) 56, 57, 58, 60. 

— der Auster 288 ff. 

Degeneration, fettige 194. 

Degenerationsfett 83. 

Dematium puUulam 175. 

Dianthus deltoides 465. 

Eisengehalt, Einfluß auf Aspergillus 
niger , Darmbakterien und Azoto- 
bacter 56/57, 479. 

Eisenversorgung und Phosphatpuffe- 
rung 51 ff. 

Eisenwirkung bei Azotobacter 479. 

Eis, Keimgehalt 218ff. 

Eiweißbestimmung, Methodik 47. 

Eiweißbildung durch Bakterien 41 ff. 

— - Hefen 41. 

Elektrodenpotential und Sauerstoff, 
Wirkung des Acetaldehyds als 
Zwischenprodukt der Essiggärung 
848 ff. 

Elodea 474, 475. 

Endomyce8 vernalis , Fettbildung 66, 
67, 86, 89. 97. 

— - --»Zusammensetzung des Fettes 

78. 

Equisetum hiemale 473. 

Erbsen 13, 16, 17. 

Eide, Wirkung von Molybdän* und 
Vanadmmd ungungen auf Azoto- 
bacter-Zohl und Stickstoffbindung 
m lff. 

Erdplattenmethode zur Prüfung de^* 
Bodens auf Molybdanbedarf 3, 4. 

Escherichia coli , carbolygat isehe Akti- 
vität 149 ff. 

Reduktion von Acetylmethyl- 
carbinol 151 f. 

Essig- Capron- und Buttersaure - 
bildung bei Vergärung von Äthyl- 
alkohol durch Methanobacterium 
Omelianskii und ein Plectridium 

415 ff . 

Essigaaure-Bakterien, Sauerstoff ver- 
brauch und Redoxpotential 848ff. 

Essigsaurebiklung bei der Methan - 
gärung von Äthylalkohol durch 
Methanobacterium Omelianskii 415. 

Essigsäuregärung, Aldehydanhäufung 
und Änderung des Sauerstoff Ver- 
brauchs bzw. Elektrodenpotentials 
349f. 


Essigsäure, Wirkung auf die Asko- 
sporenkeimung von Bombardia 4 
lunata 322, 333. 

Eurotiopsis Oayoni 66, 76. 

Fettbestimmung, Methodik 76ff. 

Fettbildung bei Oospora 66ff. 

-- — — »Dauer 8 lff. 

-- durch niedere Pilze 66. 

Oospora, Abhängigkeit von der 

Größe der Oberfläche 86. 

— auf der Kaseoberf lache 94. 

— * , Beziehung zwischen Fett- 

bildung und Wachstum 86. 

— - — - Einfluß von B. coli 93. 

f Milchsäurebakterien 

88 ff . 

— — — , - - des pn 84f. 

Fettgehalt, maximaler, bei verschie- 
denen Oospora - Gruppen 8 lff. 

Fett von Oospora , physiologische Be- 
deutung 83 f. 

Fichte s. Picea. 

Fichtenwald 33. 

Fungi imperfecti, Fettbildung 66. 

— - — , Glykokollverarbeitung 44. 

Fusarium oxysporum 47. 

Oadus merlangu8 (s. a. Wittlinge) 21 1. 

Cläre des Bodens und Regenwurm- 
* bestand, Wirkung von Molybdän- 
säuredüngung 11. 

Garung, Rolle der Brenztraubensäure 
359 ff. 

Garungsmechamsmus m der lebenden 
Hefezelle 858ff. 

Glutathion, Aktivator der Coli-Ga - 
rung 308. 

, Umwandlung der ColU Gärung in 
reine Milchsäuregarung 309. 

— , Verstärkung der Gärung von Pro- 

pionsäuro-Bakterien 310. 

Ci lycermaldehydphosphorsaure, Bil- 
dung bei der alkoholischen Gärung 
386. 

— -, Schicksal im destruierten Zymase- 

system 357. 

— , — im intakten Zymasesystem 357, 
358ff. 

G lycerinsäuremonophosphorsäure, Bil- 
dung bei der Garung 356f. 

Glykokoll, Stickstoff quelle für Eiweiß- 
bildung durch Actinomyceten 44. 
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Glykokoll, Stickstoff quelle für Eiweiß - 
Bildung durch Aspergillus niger 44. 

• — Bacillus typhi 46. 

Bakterien 40 ff. 

Fungi imperfecti 44. 

Milchsäurebakterien 

46. 

- — — - Mucorineen 44. 

Mycobacterium 45. 

Propionsäurebak- 
terien 46. 

- — p8eudomona8 fluores- 

eens 44, 45. 

- — Pseudomonas pyo- 

cyaneus 45. 

, Assimilation durch Ascomyceten 
44. 

, Azotobacter 45. 

- — Bacillus 8ubtüi8 und B. 
mycoidcs 45, 57. 

, Verarbeitung durch Hefen 44. 

, Wirkung auf Sporenbildung bei 
Hefe 46, 47. 

— — — Bac. coli , Fusarium oxy- 
sporum , Aspergillus niger 47. 
Qranulobacter pectinovorum , Nuclein- 
reaktion 126. 

Grünbakterien 104, 124. 


Hedera helix 473. % 

Hefe, Destruktion des Zymasesystems 
durch Toluol 367 f. I 

— Warme 371 ff. 

- , Einfluß von Stickstoff - und Wuchs - 

stoffgehalt der Nährlösung atif 
Senkungsgeschwindigkeit 422 ff. 

, Einfluß von Wuchsstoffen auf 
Senkungsgeschwindigkeit 422 ff. 

, — — Zellgroße, Zellform u. dgl. 
auf Senkungsgeschwindigkeit 422. 

- , Eiweißbildung aus Glykokoll 44. 

— , Fettbildung durch 86. 

— , Fettgehalt 66, 67. 

— , Mazerationssäfte (destruiertes Zy- 
masesystem) 363ff., 376ff. 

- ~, Nucleinreaktion 126, 127, 128, 

129, 140ff. 

— , Senkungsgeschwindigkeit 423. 

— »Wirkung von Glykokoll auf At- 
mung und Gärung 47. 

— Sporenbildung 46, 

47. 


Hefesysteme (s. a. Zymasesysteme ), 
dezimierte 366. 

— (s. a. Zymasesysteme), intakte 
354ff. 

Hefezellen, Fermentsystem der leben- 
den intakten 354ff. 

— , G ärungsmechanismus in der leben- 
den, intakten 858ff. 

Heringe 209, 214, 216, 227. 

Humaria anceps 153, 158, 159, 160. 

var. aurantiaca 158, 159. 

— granulata 155, 156, 157, 158, 169, 
160, 161, 163, 164, 169, 175, 176. 

— leucoloma 178. 

Impfschrank, ein neuer 407 ff. 

— f , Beschreibung 408 ff. 

— , f , Keimfreihaltung und An- 

wendung 411 ff. 

/Undolessigsäuie, Wirkung auf die 
Keimung der Ascosporen von 
Bombardia lunata 322, 328, 333f., 
342, 343, 344, 345. 

Kabeljau 209, 211, 213, 215, 210, 220, 

221 . 

Kasereifung 94. 

Kemnachweis mittels Feulgenncher 
Nuclealreaktion bei Bakterien 
124ff., 428 ff. 

Kistenfisch 226, 229. 

Knallgasbaktenen 53. 

Knollchenbakterien (s. a. Rhizobium ) 
440. 

Köhler 213, 215, 216, 220. 

Kokken, Kemsubstanz 430. 

Komposterde, Molybdänmangel 3. 

Lamprocystis 106. 

— Biocoenose 122. 

Lärche 33. 

Lasiobolus pulcherrimus 153, 160. 

Leguminosen, Mechanik der Stick- 
stoffbindung 440ff. 

— , Wirkung von Molybdän- und Va- 
nadiumdüngungen auf 18 ff. 

Leptomitus 168. 

Lupine, gelbe, Wirkung von Molyb- 
dän- und Vanadiumdüngung 20ff.* 
24f; 

Luzerne, Wirkung von Molybdän- 
und Vanadiumdüngung 20ff. 
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Makrele 218» 216. 

Maleinsäure, Wirkung auf Asco- 
sporenkeimung von Bombardia 
lunata 322, 328, 333 ff. , 339, 343ff. 

Melandrium album 473. 

— rubrum 468. 

Mendiu# , Kalkbedürfnis 61. 

Mesotaenium caldariorum 194. 

Methanobacterium Omelianskii 415, 

421. 

Methangarung von Äthylalkohol durch 
Methanobacterium Omelianskii 415. 

— • in Gemeinschaft 

mit einem Plectridium 41 5 ff. 

— , Entstehung des Methans 

aus Kohlendioxyd durch Reduk- 
tion 416ff. 

— — , Entstehung von Butter- 
und Capronsäure durch Konden- 
sation von Acetaldehyd 419ff. 

Milch, Natur ihres auxogenen Faktors 
289 ff. 

— , Einfluß der Ernährung auf ihre 
auxogene Wirkung 238. 

— , Vitamin (B 1)- Gehalt 231 ff. 

— , Wirkung auf Wachstum vo nPhy- 
comyces 236. 

Milchsäurebakterien, Einfluß auf Fett - 
bildung bei Oospora 88 ff. 

— , Glykokoll Verwertung 45. 

Molken, Einfluß auf das Wachstum 
von Phycomyces 237. 

Molybdän und Wolfram, Forderung 
der Aufnahme von Nitratstickstoff 
durch 12. 

Molybdändüngung, Wirkung auf Re- 
genwurmbestand und Bodengaie 
11 . 

Molybdangehalt von Böden 1. 

Leguminosen und Nichtlegumi- 
nosen 13, 15f. 

Ruß 1. 

Molybdänmangel, biologischer Nach- 
weis in Boden 2, 3. 

Molybdän, unentbehrlich für Azoto- 
bacter und Stickstoffbindung im 
Boden lff., 479. 

Molybdän- und Vanadiumdüngung, 
Einfluß auf Azotobacter- Zahl und 

^ Stickstof f bind ung im Boden lff. 

*•**’>— — , Einfluß auf Leguminosen 
ISff. 


Molybdän- und Vanadiumdüngung, 
Einfluß auf Stickstoffgehalt von 
Böden 8 ff. 

— , Wirkung auf Humusgehalt 

und Gare 10. 

Molybdän- und Vanadiumgehalt in 
Steinkohlen 1. 

Molybdän, Wirkung bei Azotobacter 479. 

Monilia 68, 73. 

Mucorineen, Glykokollverwertung 44. 

Mucor mucedo 379, 380, 382, 385, 388, 
389, 390, 391, 392, 393, 403, 405. 

-, Femwirkung ätherischer öle 
385ff. 

— , Morphologie und Physiologie 
der Zygophoren 879 ff. 

— - var. Inniger 382. 

— — var . nanus 392. 

— Sexualhyphen (Zygophoren) 
379ff. 

— - , Wirkung eines konstanten Luft- 
stromes auf Kopulation und zygo- 
tropisches Verhalten der Zygo- 
phoren 399 ff. 

, Zusammenhang zwischen Sexu- 
alität und Carotingehalt 397. 

— , Sporen 332. 

— stoloni fer, Fettgehalt 66. 

— tenui8 391. 

Mycobacterium tuberculosis 45. 

Nephelometrische Methode 469ff. 

Neurospora 323. 

Nitrit - und Nitratbildner, Kalkbedürf- 
nis 61. 

Nuclealreaktion, Feulgensche, und 
Kernnachweis bei Bakterien 124 ff., 
429ff. 

Nucleoid 438, 439. 

Oberf lachengroße und Fettbildung bei 
Oospora 86. 

Oedocephalum albidum 324. 

Oidium 68. 

— lactis 74. 

Oospora 68ff. 

— , Assimilation verscliiedener Kohlen- 
stof f quellen 90ff. 

— , Einfluß der Milchsäurebakterien 
auf Fettbildung 88f. 

— , — des ph auf Wachstum und Fett - 
bildung 84f. 

— , Fettbestimmung (Methode) 76 ff. 
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Oospora , Fettbildung 86ff. 

— , auf der Käseoberfläche 94. 

— , — in gelüfteten und Schlittel - 
kulturen 87 f, 

— , Gruppen M und L 73 ff. 

— -Stämme, Morphologie, Systema- 
tik und Physiologie 68 ff. 

— , Verhalten gegenüber Lactat en 91 ff. 
Oospora lactis 88. 

Ostrea circumpicta, deselameüosa , gigas 
289. 

Pai atyphusbakterien , Kernverhalt - 

msse 481 ff. 

Paratyphus- und Coli- Bakterien, Cyto- 
logische Unterßuchungen 428 ff. 

— — - , Entstehung der sekun- 

dären Foimen aus den primären 
438. 

• — — - , primaie und sekundäre 

Formen 433ff. 

Pemcillium 76, 465, 474. 

— , Zusammensetzung des Fettes 78. 

— Camembert i 94. 

— — , Elektion dei Kohlenstoff- 
quellen 340. 

— ylaucum , Fettgehalt 66, 67. 
Phaeomona. s 104, 105, 107, 108, 109, 

110, 111, 114, 115, 121 f., 123. 
Phosphatpuff erung und Eisenversoi - 
gung in Bakterienkultiuen 51 ff 
Phosphorsaureester 355 
Phosphorsaure, Rolle bei dei Garung 
355. 

Phycomyces 387, 391. 

— -, Wirkung roher Watte auf Wachs- 

tum von 244ff. 

— , - von Tierprodukten und -teilen 
auf das Wachstum von 281 tf. 

— Blakesleeanus 332, 382. 
Phycomyoeten, Fettgehalt 66. 
PhyÜ 08 ticta sohtaria, Sporonkeummg 

322. 

Pilobolus 165. 

Plectridium 415. 

Podosphaera 171, 176. 

— oxyacanthae J68, 170, 171. 

Propionibaeteriumi zeac 45. 
Propionsaifrebakterien, V ei Wertung 

von Glykokoll 45. 

Prunus laurocerasus 473. 
Pseudomonas s. a. Bacillus . 


Pseudomonas fluorestens , Glykokoll« 
Verwertung 45. 

- pyocyaneus 46. 

- - — , Glykokollverwertung 45. 
Pseudomonas tumefaciens , Nuclem- 

reaktion 126. 

Puccmia- Arten, Abhängigkeit der Kei- 
mung von der Luftfeuchtigkeit 
326. 

Pulmonana offtcinalis 473. 
Purpurbakterien- Gesellschaften 104. 

- , schwefelführende (s. a. Thiorhodo- 

bakterien) 100 ff. 

Pyronema conflucns 169, 176, 178, 179. 

Quercus sessiliflora 33. 

lianunculus ficaria 473. 
Redoxpotential und Sauer stoff vei - 
brauch der Essigsaurebaktei len 
848 ff. 

Rogen wurmbest and und Gare des 
Bodens, Wirkung von Molybdan- 
samedungung 11. 

Rhizobium 440. 

tri jolu 443. 

R/uzopus 381, 401. 

, Fettbildung 86. 

, Wirkung von Saponin 474. 
Rhodobacillus 108. 

- palustris 114, 115, 118, 120. 
Rhodobactanum capsulatum 108, 115, 

118. 

Rh odococcus ca psulatus 118, 121. 
mmor 118. 

RhodocyshH gdatmosa 118. 
Rhodomonas (Rhodopseudomortas) 1 19. 
Rhodonostoc capsuhttus 118, 121. 
Rhodopseudomonas 103, 105, 106, 107, 

108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 
115, 119 - 121 , 123. 

Rhodospinllum 105, 106, 107, 108, 

109, 110, 111, 112, 113, 114, 115. 
giganteuw 118, 122. 

- gracilc 118. 
longum 118. 

photomctricum 118, 122. 
rubrum 106, 107, 109, 112, 113, 
114, 115, 118, 122. 

Rhodovibno parvus 118, 120. 
Rhytisma acerinum 160. 
Roentgenstrahlen, Wirkung auf Chlo* 
rella vulgaris 180ff. 
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Rom sp* 473. 

Rostsporen (s. a. Puccinia -Arten) 322. 
Rotbarsch 213, 215, 216. 

Rotklee 14ff., 443f., 450, 454ff. 

- Förderung der Blühwilligkeit durch 
Molybdän 25. 

Saccharomyces 334. 

- - cerevisiae 424, 427, 465. 

Sachsia, Fettgehalt 67. 

Saponaria officinalis 473. 

»Saponin, Nähiwert für Ustilago viola - 

cea 485ff. 

- , Wirkung auf Bakterien 465. 

Hefen 465, 474, 476. 

- , Pilze 465, 474, 476. 

, - Ustilago viola cea 458, 465 ff. 

Saprolegniaceen 168. 

Saprolegnia mixtu, Verhalten zu »Sapo- 
nin 474. 

Sarcina flava 420. 
gigantea 430. 
lutea 430. 

Sarcinen, Nuclealreaktion 129, 139, 
147, 430. 

»Sauerstoff verbrauch und Redoxpoten- 
tial der Essigsäuiebakterien 848ff. 
Sauren, organische. Nähr- und Reiz- 
wert 330, 331, 332, 339 ff. 

, - , Wirkung auf »Sporenkennung 
von Bombardia lunata 321 ff. 
Schizosaccharcvmyces octosporus 175. 
Pombc 46 

»Schlammkalk s. Zuckerru bensch lamm - 
kalk. 

Seefische, Bakterien an 207 ff. 

- , Bakterienflora des Daimes 213ff. 

, Haltbarkeit und Frischezustand 

207 ff. 

»Infektionsquellen 207 ff. 

- , Keimgehalt der 207 ff. 

- , Mikrobiologische Untersuchungen 

an 207 ff. 

- , Ursprung der Bakterionfloia 21 9 ff. 
Seewasser, Keimgehalt 210f. 
Sekundarthallus 166, 167. 

Senf, Wirkung von Molybdän- und 
Vanadiumdüngung auf 20 ff. 
»Serradella, Wirkung von Molybdän- 
und Vanadiumdüngung auf 2üff. 
Sexualhyphen (Zygophoien) von M u- ( 
cor mucedo 879 ff. ! 


Silene nutans 465. 

Sojabohne 14 ff. 

Sordaria 174. 

Sphaeria 174. 

Spinacia oleracea 473. 

Spirillen, Kalkbedüifnis 61. 

SpiriUum praedarum , Nuclealreaktion 
431. 

- rubrum 118. 

Spirogyra 475. 

Spontanzygophoien 380, 383, 387, 
393, 394, 396, 403, 404, 405. 

Sporodinia grandis , Vorhalten zu Sa- 
ponin 474. 

Staphylococcu8 aus Austemdarm 292. 

Stickstoffaufnahme der Leguminosen 
aus Stickstoffverbindungen, un- 
abhängig von der Gegenwart von 
Wasserstoff 44], 443ff., 456. 

- - knollchentiagender Leguminosen 

bei Gegenwart von Wasserstoff 
444ff. 

bei vermindertem Stiek- 

stoffdruck oder Eisatz eines Teiles 
des Stickstoffs durch Argon oder 
Helium 443ff., 456. 

Stickstoffbindung, symbiotische, m 
knol Ichent i agenden I.oguminosen, 
gehemmt durch Wasserstoff 440 ff. 

-, Mechanik 440ff. 

Streptobactcnum caset 89. 

Streptococcus cremoris 89, 94. 

- lactis 89, 94. 
varians 118, 121. 

Stieptokokken aus dem Austemdarm 
292. 

Struthioptcri8 germanica 473. 

Süßwasserfische 209. 

Taraxacum officinalc 473. 

Tclomorpho'-e bei Macor mucedo 380, 
381. 

Temperatur und Wassergehalt des 
Bodens, Einfluß auf die Tätigkeit 
der Mikioorgamsmen 249ff. 

Thammdium 371. 

Thioc ystis 101. 

Thioiliodobakterien (s. a. schwefel- 
führende Purpurbakterien) lOOff. 

-- -Gesellschaften 105. 

Thymonucleinsauie, Nachweis mittels 
der Feulgen sehen Reaktion 126ff. 
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Thymonucleinsäure, Nachweis mittels 
der Fettigen sehen Reaktion, Me- 
thodik mt 

Tierprodukte und -organe, Wirkung 
auf Wachstum von Phycomyces 
231 ff. 

Torula 70. 

Trockenhefe mit intaktem Zymase- 
system (intakte Trockenhefe) 
362ff. 

Tuberkelbazillen, Nuclealreaktion 431. 

Typhusbakterien in Austern 288. 

Uatilago , Sporenkeimung 324. 

— violacea 458, 459, 400, 464, 465, 
406, 467, 471, 474, 475, 476, 477. 

, Biologie 458ff. 

, Emähmngs- und Kulturbedin- 
gungen 458ff. 

/. Dianthi deltoidis 458, 465. 

— . — Mekmdrii rubri 458, 477. 

Silene8 nutantis 458, 405. 

, Kohlenstoff quellen 461 ff. 

, Stickstoff quellen 463 ff. 

, Wirkung der Wasserstoffionen- 

konzentration 464. 

, Wirkung des Saponins 458, 

465ff. 

— zeae 461, 464. 

Vanadium-Düngung, Wirkung auf Le- 
guminosen lBff. 

— -Gehalt von Gesteinen 1. 

— -Mangel in Kulturboden 2. 

— und Molybdändüngung, Wirkung 
auf Azotobacter-ZM und Stick- 
stoffbindung im Boden lff. 

? Humusgehalt und 

Bodengare 10. 

Vanadium, Wirkung auf Azotobakter 
in Nährlösung 2. 

— , Humusgehalt und Gare im 

Boden 10. 

Verfettung von Pilzmycel 67. 

Viola 6p, 473. 

Vitamin B 1 in Milch 231 ff. 

Vitamin B 1 in tierischen Organen 
tmd Produkten 231 ff. 


Wachstum, Beziehungen zur Fett- 

* * bildung bei Oospora 86. 

— von Oospora, Einfluß des pH 84ff. 

Wassergehalt und Temperatur, Ein- 
fluß auf die Tätigkeit der Mikro- 
organismen des Bodens 248 ff. 

Wasserstoff, ein negativer Katalysator 

* * der Stickstoffbindung durch knöll- 

chentragende Leguminosen 440ff. 
gereinigter, von gleicher Wirkung 
auf die Stickstoffbindung der Le- 
guminosen 453ff. 

Wasserstoffionenkonzentration, Ein- 
fluß auf Wachstum und Fett- 
bildung von Oospora 84ff. 

Wasserstoff ohne Einfluß auf die 
Stickstoffaufnahme der Legumi- 
nosen aus Stickstoffverbindungen 
441, 443ff„ 456. 

Watte, rohe, enthält für Phycomyces 
auxogene Stoffe 244ff. 

Weinsäure, Wirkung auf die Asco- 
spörenkeimung von Bombardia 
lunata 322, 328, 334ff., 339, 343ff. 

Wittlinge (s. a. Gadus merlangus) 218. 

Wolfram, Förderung der Nitratstick- 
stoffaufnahme 13. 

— , Wirkung auf A zotobacter - Gedeihen 

2 . 

— , ~ -- Bodengare und Humus- 

gehalt 10. 

Zinlcsulfat, Wirkung auf Wachsturi| 
338. 

Zuckerrübenschlammkalk, Wirkung 
auf A zotobacter -Entwicklung 2. 

Zygophoren (Sexualhyphen) von Mu- 
cor mucedo 379ff. 

~ Entstehung, ausgelost durch In- 
duktion seitens eines andersge- 
schlechtlichen Mycels 380. 

Zymasepräparate 354 ff. 

Zymasesysteme, natürliche (intakte) 
und gestörte (destruierte) 354, 
357ff., 301 ff. 

Zwergsporangien 382. 










